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Ranson [1900] (1), aprés avoir constaté la présence d’antitoxine 
tétanique huit heures aprés la naissance, dans le sérum d’un 
poulain issu d’une jument immunisée au moyen de la toxine téta- 
nique, conclut que cette immunité est d’origine placentaire, le 
court intervalle de temps ‘séparant la naissance du prélévement 
ne permettant pas, d’aprés lui, d’expliquer Vapparition d’une 
telle immunité par absorption du colostrum. 

L’un de nous, en 1935, avec Mespoulet et Bardot (2), consta- 
tant la présence d’antitoxine tétanique, 4 partir d’un court inter- 
valle aprés la naissance (douze et vingt-quatre heures) dans le 
sérum de poulains issus de juments vaccinées contre le tétanos, 
a émis une hypothése dans le méme sens. 

Malgré le nombre important de recherches publiées, quant a 
Vorigine de l’immunité transmise de la mére au jeune, on n’est 
pas encore arrivé, écrivent Schneider et Szathmary en 1939 (8), 
a rassembler toutes les opinions autour d’une origine diaplacen- 
taire ou d’une origine colostrale de cette immunite. 

Pour expliquer les résultats contradictoires enregistrés suivant 


(1) Ranson, J. Path. a Bact., 1900, 6, 180. 

(2) Mespouter, E. Lemetayer et Barpor, Bull. Acad. Vél., 1935, 8, 
n° 6. 

(3) ScuneweR et Szatamary, Immunildét der neugeborenen Satige- 
tiere. Zeitschr Immunitdtsf 1939, 95, 465. 
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les auteurs, expérimentant sur des espéces différentes, MKuttner 
et Ratner (4) déclarent qu’il y a corrélation entre la structure 
anatomique du placenta el sa perméabilité aux anticorps. Si le 
placenta est peu perméable (comme chez le bétail, par exemple), 
le colostrum joue un role primordial ; ce réle n’est qu’accessoire 
ou nul dans le cas contraire (5). 


Il y aurait donc une espéce de « balancement » entre l’origine 


diaplacentaire et l’origine colostrale de 1|’immunite. 

L. Schneider et J. Szathmary classent les animaux en quatre 
groupes : 

Premier groupe : Animaux dont le placenta posséde Ja struc- 
ture épithélio-choriale (sept couches de tissus) : jument, truie, 
vache, chévre; les anticorps ne traversent pas le placenta, 
P immunité est colostrale. 

Deuxiéme groupe : Animaux dont le placenta a une structure 
syndesmo-choriale (cinq couches de tissus) : mouton; les anti- 
corps traversent peu le placenta et l’immunité est presque exclu- 
sivement colostrale. 

Troisieéme groupe : Animaux dont le placenta est endothélio- 
chorial (quatre couches de tissus) : chien; les anticorps tra- 
versent le placenta et ’immunité colostrale est trés faible. 

Quatriéme groupe : Animaux dont le placenta est hémo-chorial 
(deux couches de tissus) : femme, lapin, cobaye, souris ; l’ummu- 
nité colostrale est nulle ; Vimmunité est uniquement placentaire. 

Alexandre S. Wiener et Jéréme Silverman (6) [1940] expliquent 
également la différence de l’origine de limmunité par une diffé- 
rence de la structure anatomique du placenta. 

Ces travaux sont également confirmés par Harms, 1942 (7), 
Jequel déclare que, chez la jument, le passage par le colostrum 
est seul possible et uniquement dans les six premiéres heures de 
la vie. 

Déja, en 1909, H. Romer et Th. Sames (8) avaient fait 
connaitre que, chez le mouton nouveau-né, il n’y a, a proprement 
parler, absorption d’antitoxine par |’intestin que dans les deux 
premiers jours de la vie. 

De Vensemble de ces travaux, sur lesquels Vaccord est loin 
d’étre complet, on peut done conelure qu'un poulain ne peut 
acquérir l’immunité de la mére que s'il a pu absorber du 
colostrum dans les premiéres heures de la vie. 


(4) Kurrner et Ratner, Am. J. Dis. Child., 1923, 25, 8138. — B. Rart- 
NER, JAcKson, H. C. GruEsL, J. Immunol., 1927, 14, 249. 


(5) Voir également SyrEnDAL, Svenska Vet. Tid., avril 1945 et J. Hi. 


Mason, DaLLeng et Gaervon, J. Path. a Bact., 1930, 34, 639. 
(6) J. exp. Med., 1940, 74, 21. 
(7) Deutsch tierdrztl. \Woch., 1942, 408. 
(8) Zeitsch. Immunitéitsf, 1909, 49, 69. 
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Hai-Nam. 9 4/2 
Nae Se 47 { 
Zaama. . 48 4 
Daira . . 18 & 
Araba. . 25 4 
Ftata . . 26 3 
Lahliba . 26 3 
Chebika 27 2 
Maana. . 30 3 
llia . 31 2 
Eloura. . 33 2 
Farima . 36 6 
Fajoura.| 45 4 
Obaka. .| 56 5 
Degiga. .| 57 4 
Louza. . 60 4 
Sebbala .| 65 5 
Teffala. 82 6 
Bab’ira . 82 6 
Cherka . 84 4 
Chabba . 86 5 
Gazita. .| 86 5 
Estouba . 87 4 
Icamia. . 89 6 
Gualta. .| 91 4 
Lebaba 94 45 
Jaraia. . 92 45 
Jabia . 94 44 
Jahmela 96 44 
Jedda . .| 4103 9 
Kethra. .| 444 9 
Louiza. .| 148 8 
Mezga. .| 4148 5 


RESULTATS DU DOSAGE DE L’ANTITOXINE TETANIQUE 
(unités internationales ou doses morielles pour le cobaye) 


pc NE el a ie a ees Re Se 


Sérum 
de la mére 
(a 
l'accouchement) 


4 


4/30 
4/30 
4/3 


4/40 
4/40 

+ 4/30-1/40 
4/10 


+ 4/300-4/400 
4/10 


1/410 

4/10 

+ 4/3-4 
+ 4/30-4/40 
+ 4/10-4/3 


4/100 


+1/30-1/40 
+ 1/30-4/10 


4/40 
4/30 
1/400 


4/410 

4/30 

1/10 
0 


+ 4/300-4/400 
+ 1/300-1/100 
+ 4/410 
+ 4/30-41/10 
1/400 
+ 4/300-4/400 


4/5 
1/30 
+ 4/100-4/30 


Sérum du poulain 


ire saignée 
dix heures 


5 


4/30 
4/4100 
+ 4/10-1/3 


4/30 
4/30 
4/30 
1/10 
+ 1/400-4 /300 
4/40 


+ 1/30-4/10 
4/10 
+ 4/3-4 
1/30 
4/40 


+ 1/300-4/100 


+ 41/100-4/30 
1/30 


+ 1/30-4/10 
4/30 
4/400 


4/10 

4/30 

1/40 
0 


+ 4/300 .4/100 
4/300 
4/40 
4/20 
4/400 

4 cm? neutralise 

4D 


+1/30-4/10 
4/300 
1/300 


a quelques jours 
apréslanaissance 


2° saignée 
30 4 55 jours 
aprés naissance 


6 


4/100 
— 1/400 + 1/200 
— 1/10 + 1/30 


1/30 

4/400 

4/100 

4/40 
0 


4/30 
4/30 
+ 1/30-4/10 
+ 4/30-4/10 » 
+ 4/300-4/100 
— 1/10 + 4/100 


4 cm® neutralise 
4D. M 
1/300 
4 cm® neutralise 
4D.M. 
4/400 
4/4100 
4 cm® neutralise 
4D. M. 
4/100 
+ 41/300-4/100 
+ 41/100-1/30 
0 
Trés lég. traces 
0 
+ 1/30 
4/400 
Trés ne: traces 
d. 


4/30 
Trés lég. traces 
Id. 


3* soignée 
85 4 442 jours 
aprés naissance 


8 


0 
Trés lég. traces 
4 cm® neutralise 
4D. M. 
Trés lég- traces 


0 
Trés lég. traces 
0 
Trés lég. traces 
Id. 


Id. 
4/30 
Trés lég. traces 
4 cm® neutralise 
4D. M. 
ONS, 


0 
0 


(1) D. M.: dose mortelle. 
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Eu égard a l’importance du probleme de l’origine de l’immu- 
nité transmise de la mére au poulain et plus spécialement en ce 
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qui concerne l’immunité conférée par la vaccination antite- 
nous avons repris nos recherches de 1935, dans des 


tanique, 
conditions plus rigoureuses, quant au moment du prélévement du 


sang du poulain a la naissance et nous nous sommes foujours 
attachés a effectuer des prélévements avant toute tétée. Les 
recherches ont été faites sur les produits de 16 juments vaccinées 
contre le tétanos. Des prélévements de sang et de colostrum sur 
la jument, ainsi qu’un prélevement du sang “du poulain, sont pra- 
liqués 4 la naissance. Un nouveau prélévement du sang du 
poulain est effectué dix jours aprés cette naissance. L’antitoxine 


est recherchée et titrée dans ces divers échantillons ; les résultats ) 
obtenus sont rassemblés dans le tableau II. i! 


niers résultats, nous donnons dans le tableau I les constatations 


que nous avons pu faire en 1935. 


Tasteau Il. — Résultats des titrages (en unités antitétaniques internationales )) 
ee a rere rnE enna emma 
’ | - | i 
NOM A LA NAISSANCE SERUM DATE DES INJECTIONS 
de la du poulain d’anatoxine iétanique 
mere Sérum Serum Colostrum 10° j i 4 Are 
é oulaunione du poulain au 10° jour pratiquées a la mére. 
| 
Hai-Nam . 0 0 + 1-10 4/300 40 novembre et 10 décembre 
1934, 24 décembre 1934. 
Racca . .| + 4/10-4/3 0 + 4-10 1/10 24 décembre 4944, 24 janvier) 
| 4945, 24 janvier 4946. 
Tulipe . .| +.4/10-4/3 0 4 + 4/100-4/10 24 décembre 1944, 21 janvier! 
1945, 24 janvier 1946. 
Thais. . .| + 4/10-4/3 | 0 + 4/40-4 1/3 24 décembre 1944, 2) janvier) 
| 4945, 24 janvier 1946. 
Lemna. .} + 1/410-4/3 0 +4/10-1/3 4/410 24 décembre 1944, 24 janvier! 
1945, 24 janvier 1946. 
Nap aie. 4 4/400 3 4/3 40 novembre 1934, 10 décembrei 
1934, 21 octobre 1936. 
Cobra + 1/3-4 Traces. -+- 4-3 4/40 21 décembre 1944, 24 janvier 
4945, 24 janvier 1946. 
Nassoura. + 41/100-4/10 0 + 41/400-1/10 24 décembre 1944, 24 janvier 
; 1945, 24 janvier 1946. 
Emaita. .) +4/3-1 {+ 4/100-4/10 + 4-3 +4/40-4 |21 décembre 1944, 24 janview 
1945, 24 janvier 1946. 
Rave... + 41-3 Traces. + 6-40 + 41-3 30 octobre 1937, 30 novembre 
| ASCE ase novembre 1938 et} 
| 14 mars 1946. 
XD. . -. .| 4/100-4/410 0 4 mai 1945, 12 juin 1945. 
NSO gs) ail eee Ed 0 4 mai 1945, 12 juin 1945. 
723... ./+ 1/100-1/10 0 4 mai 1945, 5 juin 1945. 
4427 .| +410 4 + 10 + 1-3 Vaccinée en 1943 Rappel 21 des 
cembre 1945, 10 janvier 19465 
O59 4 4/400 20 september 1948, 24 octobre 
| 4 
962 Dass 4/100-4/10) 0 0 0 26 septembre 1945, 24 octobre 
4945, | 
} 


SS 


A titre de mémoire et afin de pouvoir les comparer a ces der- “| 
| 
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Nos recherches actuelles, résumées dans le tableau II, les 
confirment et les complétent. 

Pour les dix premiers sujeis, les précautions suivantes ont été 
prises : chaque jument était surveillée nuit et jour avant l’accou- 
chement par un veilleur spécial. Dés l’accouchement, ce veilleur 
avisait Vadjudant de service et le poulain était immédiatement 
muni d’une museliére s’opposant A toute tétée. Cette museliére 
n’était enlevée qu’aprés le prélévement de sang du poulain et 
de la mére, ainsi que du colostrum (9). 

Personne n/’assistait & la naissance du poulain 1127, mais il 
semble bien qu’il n’ait pas encore bu de colostrum quand, deux 
ou trois heures aprés la naissance, le prélévement de sang a élé 
effectué. Quant au poulain 959, nous avons la certitude quil n’a 
pas bu de colostrum ; il est, en effet, venu au monde dans un 
état tres déficient, et n’a vécu que quelques heures sans avoir 
quitté le décubitus latéral complet ; le sang a dt étre prélevé par 
ponction. cardiaque. 

A Vexamen du tableau IJ, nous pouvons faire les constatations 
suivantes 

a) A part la jument Hai-Nam, vaccinée le 10 novembre 1934- 
10 décembre 1934-24*décembre 1934 (injection de rappel faite pour 
des raisons spéciales quatorze jours aprés la vaccination), toutes 
les juments ont une immunité trés satisfaisante; celle de la 
jument 1127 est particuliérement élevée. 

b) Si on excepte le poulain de la jument Hai-Nam, on constate 
que sur 15 poulains, 9 n’ont aucune immunité a la naissance 
(avant toute ingestion de colostrum), 4 ont une immunité plus ou 
moins forte, celle du poulain de la jument 1127 étant élevée, 
2 ont des traces d’immunité. 

c) A part la jument 962 (jument ayant perdu son colostrum 
dans les jours ayant précédé l’accouchement comme nous le 
verrons plus loin) le colostrum contient de l’antitoxine, en quan- 
tité la plupart du temps nettement plus élevée que le sérum de 
la mére. 

d) Le sérum des poulains provenant de la saignée effectuce 
au dixiéme jour (exception faite pour celui de la jument 962), 
contient toujours de l’antitoxine en quantités sensiblement égales 
au taux de |’antitoxine du sérum de la mére et ceci confirme nos 
recherches de 1935 effectuées sur 33 poulains (10). 


(9) Nous tenons a remercier ici M. le Vétérinaire Colonel Chaillot, 
sous-directeur du Service Vétérinaire au Ministére de la Guerre et 
M. le Vétérinaire Lieutenant-colonel Saunié, directeur du Service Vété- 
rinaire des troupes d’Algérie, pour les facilités qu’ils ont bien voulu 
nous donner pour mener a bien cette partie de nos recherches. 

(10) Mespouter, E. Lemerayer et Barnor, Bull. Acad. Vét., 1935, 9, 
n° 6 et Rev. Immunol., 1936, 2, n° 4, 388. 
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En résumé, chez les juments vaccinées contre le télanos, V anti- 
toxine du sang de la mére passe, & condition que son taux 
atteigne un certain degré qui semble devoir étre d’au moins une 
unité environ, dans le sang du poulain a travers le placenta ; elle 
est dans ce cas retrouvée & la naissance, avant toute tétée, mats 
toujours en quantité faible par rapport au taux de cette antitoxine 
chez la mére. 

Par contre, a la naissance et également avant toute tétée, 
le colostrum en contient de fortes quantités, la plupart du temps 
netiement supérieures au taux antitoxique du sang de la mere. II 
y a done dans la mamelle une véritable concentration de Vanti- 
toxine. 

Il y a lieu de rapprocher de ce fait la haute concentration du 
colostrum, avant toute tétée, en protéines et plus spécialement en 
clobulines d’une part et la liaison des anticorps aux globulines 
du colostrum d’autre part (11). 

Le sang de poulains issus de juments vaccinées, examiné 
au dixiéme jour, contient toujours de Vantitoxine spécifique 
en quantité généralement égale a celle décelée dans le sérum de la 
mere. 

TRANSMISSION DE L’IMMUNITE ANTIDIPHTERIQUE 
NATURELLEMENT ACQUISE DE LA JUMENT AU POULAIN. 


Nous avons voulu profiter des échantillons a notre disposition 
de sérum de juments et de leur poulain ainsi que de colostrum 
et de lait pour étudier la transmission de ]’immunité antidiphté- 
rique naturellement acquise de la jument au poulain, espérant 
que les constatations que nous pourrions faire viendraient 
a Vappui de celles précédemment exposées a propos de I’anti- 
toxine tétanique. Malheureusement sur 10 juments, 2 seulement 
avaient de l’immunité. Nous donnons ci-dessous le résultat du 
titrage des divers échantillons (en unités internationales). 

Le sérum des poulains des 8 juments n’ayant aucune trace 
d’immunité naturelle antidiphtérique ainsi que le colostrum de 
ces juments ne contiennent A la naissance, avant. toute tétée, 
aucune trace d’antitoxine. Il faut faire cependant une exception 
pour le colostrum de la jument Hai-Nam qui contient une quan- 
tité notable d’antitoxine spécifique ; son absorption a provoqué 
l’apparition d’antitoxine dans le sérum du poulain et nous en 
décelons des traces le dixiéme jour. Le lait au dixiéme jour ne 
contient plus d’antitoxine. 

La jument Racca a de l’antitoxine diphtérique dans son sérum 
en méme quantité que dans le colostrum, mais cette antitoxine 
ny existe pas en quantité suffisante pour assurer l’immunité du 


(11) Voir A. Houpinikres. Le Colostrum de Vache, 1945. Imprimeries 
Réunies, 3, rue Lamartine, Chambéry. 
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AUTRES DOSAGES 


NOM 

de la mere Sérum Sérum i vail 
de la mére du poulain Colostrum Fees au gee 

Hai-Nam. .| — 4/20 — 1/20 + 4/410-4 Traces — 4/30 
Racca .- | +4/40-1 — 1/20 + 4/10-4 — 1/30 — 1/30 
Tulipe. . .|. —4/30 — 1/30 —1/30 © 
Thais + 4/20-4/10 — 4/30 — 4/30 
Lemna. . .| — 1/20 — 1/30 — 41/20 
Nassoureh .| — 1/20 — 1/30 — 1/20 
Cobra. . — 4/20 — 1/30 — 4/20 
Nah’a .. — 1/20 — 1/30 — 4/20 
Emaita. . .| — 1/20 — 4/30 — 41/20 
Rave. . . .| — 4/20 — 1/30 —4/20_ 


jeune, le lait prélevé au dixiéme jour ne contient plus d’anti- 
toxine. 

Quant a la jument Thais, son immunilé est trés faible et lanti- 
toxine n’est retrouvée ni dans le colostrum ni dans le sérum du 
poulain. 

De cet essai, portant malheureusement sur 2 juments seule- 
ment ayant de Vimmunité, on peut conclure que l’antitoxine 
diphtérique dorigine naturelle dont le taux est cependant faible 
dans le sérum, passe dans le colostrum ; mais elle n’est plus pré- 
sente dans le lait au dixiéme jour. Les poulains n’ont @ la nais- 
sanee aucune trace d’antitoxine dans leur sérum, sans doute en 
raison de la faible immunité des méres ; mais Vabsorplion du 
colostrum peut cependant y faire apparaitre cette antitoxine. 


‘TRANSMISSION DE L’IMMUNITE ANTIDIPHTERIQUE 
ET ANTITETANIQUE DE LA JUMENT 
AU POULAIN CHEZ LES JUMENTS HYPERIMMUNISEES. 


Ainsi que nous l’avons montré, le passage de l’antitoxine téta- 
nique de la mére au poulain a travers le placenta exige un certain 
taux de l’immunité de la mére. 

On a toutes chances d’obtenir ce passage chez les juments 
vaccinées contre le tétanos, en réalisant une bonne immunité de 
la mére au moment de l’accouchement, par |’injection de rappel 
effectuée vers la fin de la gestation. On peut alors avoir ainsi un 
taux de l’antitoxine du sang de la mére, représentant chez la 
grande majorité des sujets plusieurs unités et obtenir dans ces 
conditions le passage, en quantités faibles il est vrai, de cétte 
antitoxine a travers le placenta de la mére au poulain. 
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Afin de mieux mettre en évidence cette transmission diaplacen- 
taire qui ne peut se produire, nous le répétons, que si |’immunité 
de la mére atteint un certain taux, nous avons recherché cette 
antitoxine dans le sérum de poulains issus de juments hyper- 
immunisées, chez lesquelles le taux de cette antitoxine est tou- 
jours considérable par rapport a celui enregistré chez les sujets 
vaccinés contre le tétanos ou possédant de Vimmunité antidiphté- 
rique naturellement acquise. 

Rappelons ici les recherches publiées 4 ce sujet. Ranson (12) 
immunise activement une jument durant la gestation au moyen 
de la toxine tétanique ; huit heures aprés la naissance du poulain, 
intervalle de temps durant lequel, déclare l’auteur, ce poulain 
ne pouvait avoir bu une trés grande quantité de lait, son sérum 
avait une valeur antitoxique représentant 20 p. 100 du titre anti- 
toxique du sérum de la mére. 

Dzierzgowski [1903] (13) immunise une jument pleine durant 
cent onze jours au moyen de la toxine diphtérique, puis la jument 
est sacrifiée ; le sang du foetus ne contient aucune trace d’anti- 
toxine. 

Le sang d’une autre jument pleine titre a |’accouchement 
350 unités, celui du poulain ne contient aucune trace d’anti- 
toxine ; par contre, le colostrum titre 3.000 U.I. et l’antitoxine 
est présente au cinquiéme jour dans le sérum du poulain. 

Szelyes [1925] (14) montre, sur 2 juments hyperimmunisées 
contre le rouget, que les anticorps passent dans le lait, mais ne 
franchissent pas le placenta. 

P, C. Bardelli [1930] (15) ne trouve également a la naissance, 
avant toute tétée, aucune trace d’antitoxine dans le sérum d’un 
poulain né d’une mére hyperimmunisée durant les quatre der- 
niers mois de la gestation, alors que le colostrum posséde un 
pouvoir antitoxique trés élevé supérieur a celui du sérum de la 
jument ; de notables quantités d’antitoxine apparaissent dans le 
sérum du poulain peu de temps aprés l’absorption du colostrum. 

De l'ensemble de ces travaux, on pourrait donc conclure que 
Yantitoxine, méme si elle existe dans le sérum de la mére a un 
taux élevé, ne traverse pas le placenta. 

Nos recherches précédentes nous ayant montré que cette bar- 
riére peut étre forcée, dés que le taux de l’antitoxine contenue 
dans le sérum de la mére atteint un certain degré, nous avons, 
convaincu du résultat et afin de le mieux mettre en évidence, 
recherché |’antitoxine dans le sérum de juments hyperimmunisées 


(12) The condition which influence the duration of passive immu- 
nity. J. Path. a Bact., 1900, 6 180. 

(13) Dzmerzcowsk1, Przeglad Lekarski, 1903, 145. 

(14) Szeryrs, Allat. Lapok, 1925, n° 211, 20. 

(15) P. C. Barvexxr, Nuova Vétér., 1930, n° 9, 7263. 


" 
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et de leur poulain ainsi que dans le colostrum, en ayant soin de 
chercher a faire ces prélévements. avant toute tétée. Nous sommes 
assurés pour plusieurs de ces prélévements d’y avoir réussi 
(voir tableau IV). 

Les juments, qui se trouvent en état de gestation lors de 
Vhyperimmunisation en vue de la production de certains sérums, 
sérums antitétanique et antidiphtérique en particulier, avortent 
dans l’immense majorité des cas. Nous avons pu cependant pour- 
suivre sans incident l’immunisation de la plupart des juments 
pleines qui nous ont été livrées, par une surveillance étroite de 
la conduite de Vimmunisation et en remplacant l’antigéne brut 
employé habituellement a doses élevées (3 a 400 cm’) par J’anti- 
gene concentré, la valeur antigéne correspondante étant injectée 
sous le volume de 10 cm*:; dans ces conditions, les réactions 
sont trés faibles et Vimmunisation peut étre poursuivie, dans 
immense majorité des cas, sans incident. 

Nous donnons dans le tableau IV le résultat des divers dosages 
que nous avons effectués. 


TaBLrau IV. 


| MATRICULE | TITRE EN UNITES INTERNATIONALES 


de la RENSEIGNEMENTS 8UR LE MOMENT DES PRELEVEMENTS 


Sérum Sérum 


de la mére | du poulain Colostrum 


mére 


a) Juments en hyperimmunisation antidiphtérique : 


— i/10 +410-30 | Trés fortes présomptions pour que les préléve- 
ments aient été faits avant la premiére tétée. 
+ 4/40-1 2.000 Prélévement certainement effectué avant toute 
tétée. 

+ 1-5 » Poulain mort 24 heures aprés la naissance sans 
avoir pu boire sans aide. Prélévement du sang 
du poulain avant toute tétée par ponction 
cardiaque. 

+ 1/10-1 | - Jument ayant avorté. Prélévement de la sérosité 
thoracique du poulsin. 

+ 10-30 Trés forte présomption pour que les prélévements 
aient été faits avant la premiére tétée. 

4/25 t Prélévements faits par lun de nous, qui assistait 
a Vaccuuchement, avant toute tétée. 


b) Juments en hyperimmunisation antitétanique : 


+ 4/40-4 » Prélévements faits avant toute tétée. 
4/200 /Jument ayant avorté, l’antitoxine est recherchée 
dans le liquide de broyat du cceur et du foie. 


A Vexamen de ce tableau, nous pouvons faire les constatations 
suivantes 


ed 
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A. ImmunitTé pes MéREs. — Toutes les méres, sauf la jument 736 
qui n’avait regu qu'une seule injection d’anatoxine diphtérique, 
ont une immunité trés élevée par rapport a lV immunité enregistrée 
chez les sujets simplement vaccinés. 


B. ImMuniTE DES PouLAins. — Tous les poulains, a part celui 
de 736, dont le dosage du sérum n’a pu étre effectué, faute ide 
sérum, en dessous de 1/10 d’unité, ont de l’antitoxine spécifique 
dans leur sérum ; certains, comme celui de 959, ont un. taux 
d’antitoxine trés élevé. Intentionnellement, nous ne soulignons 
pas le cas du poulain de 1127 qui a également une trés forte 
immunité (entre 10 et 30 unités), car nous ne pouvons pas 
affirmer que le prélévement ait été effectué d’une facon certaine 
avant toute tétée, l’accouchement ayant eu leu la nuit, en dehors 
de toute surveillance ; mais ce prélévement a cependant été fait, 
quelques heures au plus aprés l’accouchement. 


C. TENEUR DU COLOSTRUM EN ANTITOXINE. — Le colostrum a 
presque toujours, comme chez les sujets vaccinés, une teneur 
plus élevée en antitoxine spécifique que le sérum de la mére; 
il y a au niveau de la mamelle, avant la premiére tétée, ainsi que 
nous V’avons vu chez les juments vaccinées, une véritable concen- 
tration de l’antitoxine. Faisons remarquer ici que la teneur. en 
antitoxine du colostrum de la jument 962 est nettement inférieure 
a celle de son sérum ; nous en verrons plus loin la signification 
qui repose sur un fait qui est plutét Vexception chez les sujets 
en stabulation. 

A noter qu’a examen des résultats groupés dans le tableau lV, 
les mémes régles semblent présider au passage de |’antitoxine 
diphtérique et de l’antitoxine tétanique a travers le placenta chez 
la jument. Afin de mieux mettre en évidence ce parallélisme nous 
avons groupé, en un seul tableau, le résultat de tous nos dosages 
effectués a la naissance, en n’y faisant figurer que les préléve- 
ments réalisés certainement avant toute tétée (tableau V). 

A Vexamen de ce tableau d’ensemble, nous pouvons conclure, 
« quil s’agisse d’antitoxine tétanique ou d’antitoxine diphte- 
rique » il y a immunilé diaplacentaire du poulain, mais & condi- 
tion que le taux de lantitoxine soit suffisamment élevé et il 
semble nécessaire que celui-ci soit au moins aur environs d'une 
unité. La teneur du colostrum en antitoxine est en général plus 
élevée que celle du sérum de la mére, parfois méme beaucoup 
plus élevée ; cette régle comporte néanmoins des exceptions et 
nous avons été assez heureux pour en saisir, avec la jument 962, 
sinon la seule raison, tout au moins une explication qui parait 
avoir une influence primordiale. ' . 
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INFLUENCE DE L’ECOULEMENT DU COLOSTRUM ANTE-PARTUM 
SUR LA TENEUR EN ANTICORPS DU COLOSTRUM POST-PARTUM. 


La jument 962, en hyperimmunisation antidiphtérique et vac- 
cinée contre le tétanos, dont Viaccouchement parait imminent, 
attire l’attention par le fait que le colostrum s’échappe de la 
mamelle, tant6t sous forme de jet assez important, tantét sous 
forme de gouttes tombant a une cadence rapide. La jument devait 
4 ce moment déja en avoir perdu une certaine quantité. L’accou- 
chement se produit quarante-huit heures aprés, en notre pré- 
sence, le 30 juin 4 22 heures. La perte de colostrum anté-partum, 
qui a porté sur tout ce temps, a donc été notable. 

Un échantillon de ce colostrum est prélevé le 28 juin a 
10 heures, le 29 juin a 10 heures et le 30 juin a 22 heures, cing 
minutes aprés l’accouchement, c’est-a-dire avant toute tétée. 
Nous effectuons en méme temps que ce dernier prélévement une 
saignée d’essai a la jument et au poulain. L’antitoxine diphté- 
rique et lantitoxine tétanique sont recherchées et titrées dans ces 
divers échantillons et les résultats obtenus sont groupés dans le 
tableau VI. 


TasLeau VI. 
sal 
FA TITRE DE L'ANTITOXINE (EN UNITES INTERNATIONALES) 
5 x 
eR = 
< 2 Diphtérique Téianique ES 
] < z 
i=) a | s i=) 
° S = a z A 5 4 
: 2 3 5 g s 5 2 
Z Pan ee ae E E & 
z Spier Pee E pa 8 
962 | 28 juin | 320 400 + 41/100-4/40 
29 juin 200 4/100 
30 juin 4/25 | 75 | +4/400-4/40 | —1/600 0 Accouchement. 


SS SS SESSA 


De cet essai, nous pouvons conclure ainsi 

1° L’antitoxine était présente dans le colostrum, quarante-huit 
heures au moins avant la naissance, alors qu’il y avait déja eu 
perte de ce colostrum, en quantité sensiblement égale & la teneur 
en antitorine du sérum de la mere. 

2° Toute perte de colostrum ante-partum entraine rapidement 
une chute du titre antitoxique de ce dernier, comme la saignée 
provoque une baisse du taux des anticorps et ceci explique que 
le colostrum de la jument 962 a, & la naissance, un taux d’anti- 
toxine diphtérique ou tétanique, contrairement & la régle, nul ou 
nettement inférieur & celui du sérum de la mére. 
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_ 3° St cette perte de colostrum ante-partum est suffisamment 
umportante, et si le taux de lantitoxine est faible, comme c’est 
le cas chez les juments vaccinées contre le tétanos, par rapport 
au taux enregistré chez les juments hyperimmunisées, le taux: 
antitoxique du colostrum peut devenir @ la naissance excessive- 
ment bas, ow méme nul, comme s'il s’agissait d’un lait au cin- 
quiéme mois par exemple et méme plus et c’est le cas du colo- 
strum de la jument 962, en ce qui concerne sa teneur, & la nais- 
sance, en antitoxine tétantque (16). 

Rappelons ici que Porcher et Panisset (17) nous ont. fait 
connaitre que si l’on procéde réguliérement a la traite d’une 
génisse pleine, on obtient le passage du précolostrum au colo- 
strum et du colostrum au lait. 

Nos constatations montrent que ceci est vrai, non seulement 
du point de vue physicochimique, mais également du point de vue 
immunologique, et nous pensons que par ailleurs il doit y avoir 
une différence entre le colostrum des primipares et celui des 
multipares. 


QUEL EST LE SORT DE CETTE ANTITOXINE 
PRESENTE A L’ACCOUCHEMENT 
DANS LE COLOSTRUM DES JUMENTS IMMUNISEES ? 


Ehrlich (18), le premier, en 1892, fait connaitre la présence 
d’antitoxine dans le lait d’animaux immunisés. Depuis, cette 
question a fait objet de trés nombreux travaux et ceux-ci ne 
permirent pas de généraliser cette donnée & toutes les espéces. 

Si nous envisageons seulement le colostrum et le lait de la 
jument, nous devons citer les recherches de Salomonsen et 
Madsen en 1897 (19) qui décélent l’antitoxine spécifique dans le 
lait de juments immunisées contre la diphtérie, mais en quantité 
deux cents fois moindre que dans le sérum. 

Romer, en 1901 (20), montre que cette teneur du lait en anti- 
toxine se maintient égale pendant trois 4 quatre semaines et 
qu’elle décroit ensuite progressivement. 

Djiergowski, la méme année (21), déclare que le rapport entre 


(16) Rappelons ici que Traum a constaté que lorsque chez la vache 
la sécrétion lactée est maintenue jusqu’A une date trés rapprochée de 
la parturition, le colostrum peut alors étre dépourvu d’anticorps. Cor- 
nell Veterinaria, avril 1922. 

(17) C. R. Soc. Biol., 1921, 134, 414. 

(18) Zeitschr. Hyg., 1891, 12, 183. 

(19) Ces Annales, 1897, 44, 314. 

(20) Berlin. Klin. ‘Wochenschr., 1901, 38, 1150. 

(21) Centralb. f. All. Path., 1901, 12, 715. 
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le taux de l’antitoxine diphtérique du lait et celui du sérum de 

la jument est de 1/15, 1/20 et 1/30. 

- En 1903 (22), ce méme auteur constate que le colostrum 
conitient a la naissance dix fois plus d’antitoxine que le sérum. 

L. Szelyes (28), expérimentant sur des juments hyperimmu- 
nisées contre le rouget, note le passage des anticorps dans le lait, 
en sorte que celui-ci'en renferme autant que le sang. 

Bardelli (24), en 1930, constate que le colostrum d’une jument 
hyperimmunisée contre le tétanos dans les quatre derniers mois 
de Ja gestation posséde un pouvoir antitoxique trés élevé, supé- 
rieur a celui de son sérum. 

De toutes ces recherches, que les nétres confirment, le colo- 
strum et le Jait des juments immunisées contiennent des anticorps, 
mais il ne semble pas se dégager de ensemble de ces travaux une 
idée nette sur le sort de ces anticorps dans le colostrum et le lait. 

C’est en vue de cette étude, que nous avons fait les essais 
suivants : 

Des prélévements de sang du poulain ainsi que du colostrum 
ou du lait sont effectués a intervalles variables aprés la naissance. 

Chez une des juments (962), des prélévements du colostrum 
ont pu étre effectués vingt-quatre et quarante-huit heures avant 
V’accouchement. L’antitoxine spécifique est recherchée dans ces 
divers échantillons et les résultats enregistrés sont rassemblés 
dans le tableau VII. 


A Vexamen de ce tableau, nous pouvons faire les constatations 
sulvantes : 

1° Constatations confirmant celles faites precedeumient ; 

a) Lorsque le taux de l’antitoxine est suffisamment élevé dans 
le sérum de Ja mére, cette antitoxine est retrouvée, avant la pre- 
miére tétée, dans Je sérum des poulains, mais en quantité beau- 
coup plus faible et dans le colostrum en quantité au contraire 
généralement nettement plus élevée. 

b) Si le taux de ’immunité de Ja mére est faible, comme dans le 
cas de 962, la perte possible du colostrum ante partum peut faire 
disparaitre toute trace d’antitoxine dans le colostrum post-partum. 

2° Constatations nouvelles : 

a) Dés que Je poulain a ingéré du colostrum, ceci est constaté 
par un essai effectué a la trentiéme heure chez la jument Rave, 
et a la quarante-huitiéme heure chez la jument Emaita, le taux 
de !’immunité du poulain augmente considérablement. On assiste 
d’autre part a une baisse paralléle du taux de l’antitoxine dans 
le colostrum. 


b) Le taux de l’antitoxine du sérum du poulain reste ensuite 
(22) Przeglad Lekarski, 1903, 445. 


(23) Allat. Lapok, 1925, n° 20, 211. 
(24) Nuova Veter., 1930, n° 9, 7203. 
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longtemps sensiblement  stationnaire (cing a six semaines 
chez 1127), pour baisser ensuite progressivement. puis il se 
maintient un temps variable a un certain taux, temps et taux qui 
dépendent du taux initial de l’immunité du poulain. 

Si cetle durée est en général de six semaines a deux mois chez 
les sujets issus de juments ayant le degré d’immunité habituel- 
lement enregistré chez les sujels vaccinés avec rappel, elle peut 
étre beaucoup plus longue chez cerlains poulains issus. de 
juments ayant une plus forte immunité. Le poulain de 1127 avait 
encore une bonne immunité antitétanique quatre mois aprés la 
naissance et tout laisse supposer que cette immunité aurait duré 
au moins plusieurs semaines encore, sinon plusieurs mois ; 
mais comme nous le verrons plus loin, nous avons ‘dd, pour solu- 
tionner un autre point, faire a Ja jument 1127 de nouvelles injec- 
tions d’anatoxine tétanique qui ont prolongé Vimmunité du 
poulain au dela du septiéme mois. Rappelons ici que Bar- 
delli (25) a constaté que le titre antitoxique d’un poulain né 
d’une mére hyperimmunisée contre le tétanos, est resté station- 
naire durant trente jours pour diminuer rapidement durant le 
deuxiéme mois et plus lentement ensuite pour disparaitre vers le 
dix-septiéme mois. 

I] n’est done pas possible de fixer, comme ont voulu le faire 
un certain nombre d’auteurs, un rapport donné entre le taux de 
Yantitoxine dans le colostrum et le lait d’une part et dans le 
sérum de la mére d’autre part. Ce rapport est trés différent pour 
le colostrum et le lait, il est également trés différent s’il s’agit 
de premier colostrum ou du colostrum des jours suivants et 
méme de vingt-quatre heures ou du lait de la premiére semaine 
et du lait de plusieurs mois. 

En résumé, Vimmunité du poulain, si ’immunité de la mére 
est suffisante, peut exister avant toute tétée ; elle peut donc étre 
diaplacentaire, mais sous l’influence de l’absorption de colostrum 
qui contient le plus généralement (a part les pertes de colostrum 
ante-partum) plus d’antiloxine que le sérum de la mére, le taux 
de l’antitoxine augmente nettement dans le sérum du _ poulain 
pour s’y maintenir ensuite un certain temps. 

Cet accroissement du titre antitoxique du poulain n’a rien qui 
puisse nous surprendre, si on admet, en effet, que le poulain 
peut boire 5 litres environ de colostrum durant les premiéres 
quarante-huit heures; c’est dans le cas des juments Emaita, 
Rave et 1127, respectivement 10.000, 40.000, 50.000 a 100.000 
unités antitoxiques au moins qui passent dans lorganisme du 
poulain a travers la muqueuse digestive, qui esl, comme on salt, 
si perméable aux antitoxines chez les sujets de quelques jours. 


(25) Nuova Vétér., 1930, n° 9, 7263. 
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NOM DE LA JUMENT 


Emaita. Vaccinée contre le tétanos | 


40 cm* anatoxine tétanique le 21 dé- 
cembre 41944, 24 janvier 1945, 24 jan- 
vier 1946. 


Accouchée le 42 mai 1946. 


Rave. Vaccinée contre le tétanos, 10 cm* 
anatoxine tétanique, le 30 octobre 1937, 
30 novembre 1937, 4¢° novembre 1938, 
44 mars 41946. 


Accouchée le 27 mai 1946. 
4127. Vaccinée avani l’arrivée a I'l. P. 


20 cm® anatoxine tétanique le 24 dé- 
cembre 1945, 10 janvier 1946. 


Accouchée le 30 mars 1946. 


962. 20 cm?* anatoxine tétanique, 26 sep- 
tembre 1945, 26 octobre 1945, 16 jan- 
vier 1946 (Jument saignée tous les 
mois). : 


Accouchée le 30 juin 1946. 


1127. En byperimmunisation antidiph- 
térique. 


Accouchée ie 30 mars 1946. 


962. En byperimmunisation antidiphté- 
rique. 


Accouchée le 30 juin 1946. 


DATE DES PRELEVEMENTS 


12 mai. 
44 mai. 
46 mai. 
48 mai. 
20 mai. 
22 mai. 


27 mai 18 heures. 
28 mai 17 heures. 
30 mai. 

2 juin. 

4 juin. 

7 juin. 


30 mars. 
28 avril. 
40 mai. 
47 mai. 
27 juin. 
5 juillet. . 
22 juillet. 
25 juillet. 


28 juin. 

29 juin. 

30 juin. 
4°" juillet. 
2 juillet. 


27 juillet. 


30 mars. 
16 avril. 
26 avril. 
40 mai. 
47 mai. 
27 juin. 


5 juillet. 
22 juillet. 


28 juin. 
29 juin. 
30 juin. 
1er juillet. 
2 juillet. 
3 juillet. 


8 juillet. 
44 juillet. 
20 juillet. 
27 juillet 


TITRES EN # 


Sérum de la jume 


4g an 
| 
+ 10 
5 
+41—5 
+1—5 
ie 
+1—5 
eco 
ees 


+ 4/100 — 1/20 


320 


IONALES ANTITOXINE D. EN T. 


Im du poulain 


1/400 — 1/10 
4/40 — 4 
4/40 —1 
4/40 —4 
-A/A0—4 
-1/A0 —4 


Traces. 

+41—3 

+1—3 

+1—3 

+41—3 
4 


4 
+i-—3 


4 

+1/10 —4 
4/40 

4/100 — 1/10 

1/400 — 1/40 

4/400 — 4/10 


Colostrum ou lait 


Whee g 

+ 4/400 — 4/10 
+ 4/400 — 41/40 
+ 4/400 — 4/10 
+ 1/100 — 1/40 
+ 4/400 — 4/10 


+6—10 
+4110—4 
+ 4/100 — 4/10 
+ 4/400 —1/10 
+ 1/400 — 1/10 
+ 1/400 — 1/40 


+40 
si) 

+ 4/100 —4/40 

+ 1/300 — 4/400 
4/600 
4/600 
4/600 
4/600 


+ 4/400 — 4/10 
4/100 
— 4/600 
— 4/600 
— 1/600 


— 1/600 
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OBSERVATIONS 


Les prélévements de ce jour sont effec- 
tués avant la premiére tétée. 


Les prélévements de ce jour sont effec- 
tués avant la premiére tétée. 


Il n’y a que de grosses probabilités pour 
que les premiers prélévements aient 
été faits avant la premiere tétée. 


Les prélévemeuts du 30 juin ont été 
certainement faits avant la premiére 
tétée. 


Les prélévements du 30 juin ont été 
certainement faits avant loute tétée. 
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Le poulain se trouve done’ dans le cas d’un sujet de méme poids 
qui recevrait 3, 18 et méme 20 ampoules environ de sérum anti- 
tétanique 4 3.000 unités. 

Mais ceci est-il suffisant pour expliquer la persistance de cette 
immunité passive pendant une si longue durée? On admet le 
plus généralement que cette immunité colostrale du jeune ne 
peut étre acquise qu’a la faveur d’ingestions de colostrum durant 
les deux premiers jours; a partir du troisiéme jour Paul 
H. Romer et Th. Sames (26) montrent, chez le mouton, dont 
Vimmunité est presque exclusivement colostrale d’aprés Schnei- 
der et Szathmary, que l’antitoxine se résorbe difficilement a tra- 
vers la muqueuse intestinale. Plus tard, l’intestin deviendrait 
done imperméable aux antitoxines et celles-ci seraient détruites, 
pour d’autres auteurs, par les sucs digestifs du jeune. Pour 
Harms (27), le passage par le colostrum n’est possible chez le 
poulain que durant les six premiéres heures de la vie. 

Il est cependant assez difficile d’admettre que quelques inges- 
tions de colostrum suffisent pour assurer une durée de |’immu- 
nité aussi prolongée que celle qui est parfois enregistrée. Certes 
Vimmunité passive enregistrée 4 la suite d’administration d’anti- 
toxine est de courte durée, mais celle-ci est cependant fonction 
de la dose et de la nature homologue ou hétérologue du sérum 
injecté, ici, il y a plus, étant donné que nous avons un sérum 
& « parenté », on peut dire, plus étroite, puisqu’il s’agit de 
Vantitoxine de la mére. 

Néanmoins, malgré ces explications possibles, tout porte a 
croire que cette longue persistance de la teneur en antitoxine du 
sérum du poulain (tel que ceci ressort de nos constatations, plus 
de quatre mois chez la jument 1127 par exemple pour son immu- 
nité antidiphtérique et son immunité antitétanique), est entretenue 
par les ingestions ultérieures de colostrum, puis de lait et que 
si le passage des antitoxines a travers la muqueuse digestive du 
poulain est trés développé dans les premiers jours de la vie, 
il doit exister, 4 un degré plus ou moins élevé, durant un certain 
temps encore, qui doit dépendre du taux de l’antitoxine dans le 
lait, autrement dit il doit y avoir un seuil en deca duquel le 
passage est possible. : 

C’est pour répondre a cette question, que nous avons entrepris 
les recherches suivantes. 


PASSAGE PAR LE LAIT DE L’ANTITOXINE DE LA JUMENT AU POULAIN. 


Deux juments : 962 et 1127, dont nous avons déja parlé, sont prises 
comme sujets d’expériences. Ces deux juments sont suitées, la pre- 


(26) Zeitschr. Immunititsf. Origin., 1909, 3, 49, 69. 
(27) Deutsch. Tierdrtz. Woch., 1942, 408. 
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miere a accouché le 30 juin, et la deuxiéme le 30 avril. Elles sont 
toutes les deux productrices de sérum antidiphtérique depuis peu et. 
ont subi la vaccination antitétanique au cours de leur hyperimmuni- 
sation. 

A partir du 27 juillet, elles sont soumises 4 des injections d’ana- 
toxine iétanique suivant le protocole ci-aprés (voir tableau VIII). 

Des saignées d’essai sont effectuées avant chacune de ces injections, 
et l’antitoxine diphtérique ainsi que l’antitoxine tétanique sont recher- 
chées dans le sérum et le lait des juments ainsi que dans le sérum 
de leur poulain. 

Une troisiéme jument : 30, mise 4 la production du sérum antidiph- 
térique et présumée non vaccinée contre le tétanos accouche le 22 avril, 
Des saignées d’essai de la mére et du poulain ainsi que des préléve- 
ments de colostrum ou de lait sont pratiqués quelques heures aprés 
l’accouchement, ainsi que le 24 et le 28 avril. 

Le 5 et le 13 mai, la jument 30 recoit, en injections sous-cutanées 
40 et 80 cm* d’anatoxine tétanique additionnée de tapioca. De nou- 
velles saignées d’essai et de nouveaux prélévements de lait sont effec- 
tués d’autre part a intervalles variables jusqu’au 25 aodt. L’antitoxine 
tétanique et l’antitétanolysine (28) sont recherchées dans les sérums 


correspondants, ainsi que dans les divers échantillons de colostrum 
ou de lait. 


Les résultats enregistrés sont rassemblés dans le tableau VIII. 
A lexamen de ce tableau nous pouvons faire les constatations 
sulvantes : 


a) HypERIMMUNISATION ANTIDIPHTERIQUE. — Jument 1127: le titre du 
sérum de la jument 1127 dont les deux injections d’entretien prévues 
n’avaient pas été effectuées, est tombé de 500 4 280 unités ; paralléle- 
ment le titre du colostrum est passé de 3,5 4 1; par contre le titre 
du sérum du poulain s’est maintenu a 3,5 ; au septitme mois le 
poulain avait encore dans son sérum entre 1 et 1/10 d’unité. 

Jument 962: sous l’influence des injections immunisantes d’entre- 
tien, le titre du sérum de la jument 962 passe de 500 a4 900, celui du 
colostrum varie dans le méme sens de 3,5 4 8, pour retomber a 3,5 
quelques jours aprés, le titre du sérum du poulain est resté station- 
naire pendant un mois pour descendre entre 1/10 et une unité au 
quatriéme mois. 


b) HypERIMMUNISATION OU IMMUNISATION ANTITETANIQUE. — Jument 1127 : 
le titre du sérum de la jument 1127 passe de 3 a 500 unités, celui 
du lait monte en quelques jours de 1/600 4 +1/10-1 pour atteindre 
peu aprés un taux compris entre 1 et 10 unités ; le sérum du poulain 
qui ne contenait que 1/30 d’unité passe 4 1/10 vers le vingt-septiéme 
jour et A + 1/3-1 vers le trente-troisitme jour. A noter qu’au septi¢me 
mois le poulain avait encore dans son sérum entre 1 et 1/10 d’unité. 

Jument 962 (jument vaccinée depuis peu de temps). Le titre de son 
sérum passe de 1/200 a 100 unités, celui du lait de 0 4 +1/100-1/10 


(28) Voir en ce qui concerne la technique de dosage utilisée pour 
’ Vantitétanolysine, C. R. Soc. Biol., 1936, 123, 742. 
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NUMERO DE LA JUMENT 


DATE A 
Sérum de ; 
1127. Accouchée le 30 mars. = ee 500 
\ ; d 
27 juillet, 40 cm* d’anatoxine tétanique. 3 aout, a pee : 
1400 cm* d’anatoxine tétanique. 40 aout, 200 cm? 24 tre, 2x9 
: ; helen i en : i 4 
d’anatoxine tétanique. 17 aout, 300 cm® d’anatoxine 30 aott. “at 
tétanique. 24 aout, 400 cm* d’anatoxine tétanique. 30 novembre. 
| 
<< 27 jui : 508 
962. Accouchée le 30 juin. A a {| 
| . i I 
27 juillet, 40 cm* d’anatoxine tétanique. 3 aout, 100 cm* baer 400 
d’anatoxine tétanique. 10 aout, 200 cm® d’anatoxine “ 360 
" 7 oath 5 ett 24 aout. 
tétanique. 17 aotit, 300 cm* d’anatoxine tétanique. R 4000) 
24 aotit, 400 cm? d’anatoxine tétani (eens 904) 
aout, cm? d’anatoxine tétanique. Sonotembre. n 
gee es Po See ee 5 et eee 
NUMERO DE LA JUMENT DATE I! 
Antitétanoc 
7 
22 avril. 356. 
30. Accouché le 22 avril. 24 avril. 356 
98 avril. ei 
i 5 mal. 
42 mai. 
49 mai. 
26 mai. 
5 mai, 40 cm* d’anatoxine tétanique. 13 mai, 80 cm? 2 juin. 
d’anatoxine tétanique. 43 juin. 
23 juin. 
8 juillet. 
24 juillet. 
4 aout. 
25 aout. 


| 


en quelques jours, puis & + 1/10-1 et & 2 unités. Le titre du sérum 
du poulain reste nul durant vingt-sept jours pour atteindre 2 unités 
le trente-troisiéme jour. L’antitoxine diminue ensuite et a quatre 
mois le poulain, qui n’avait aucune immunité, a encore le deuxiéme 


mois entre 1/100 et 1/300 d’unité. 


Chez ces deux juments, c’est donc quelques jours apres que 
le titre du lait arrive a atteindre, sous l’influence de l’immuni- 


+ 
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A TS eS SSS SS ST SS TEPER 


. TAUX DE L’ANTITOXINE (EN UNITE INTERNATIONALE) 
1 Antitoxine tétanique 
a poulain Lait Sérum de la mére | Sérum du poulain Lait 
a * +3—4 3 4/30 4/600 
| 40 1/30 + 4/10 —14 

150 4/30 + 1/3 —1 

300 4/30 +41—10 
i & 4 450 4/40 +4—4140 

500 +41/3—1 +1—10 
10O—41 +1/10—1 
1—4 +3—4 4/200 — 1/600 — 1/600 
—A4 +3—4 +1—10 — 1/600 + 1/400 — 1/10 
|\—4 +3—4 20 — 4/600 + 1/10 —4 
»— 4 8 + 30 — 1/600 + 4/10 —1 
}——4 7 15 — 1/600 + 1/10 —1 
$—4 +3—4 100 2 2 
a0;— 4 + 4/100 — 1/300 

LAIT POULAIN 
toxine Antitétanoly sine Antitoxique Antitétanoly sine Antitoxine 
0 90 0 1/300 .000 0 
90 4/10.000 
10 1/3.500 

0 10 4/1.000 0 
0 40 0 4/350 0 
— 1 10 0 4 350 0 
——3 10 0 4/350 0 
4 40 4/300 4/750 0 
4 if 4/300 4/350 0 
0—1 3 + 1/400 — 1/40 4/350 0 
)— 1/10 3 + 1/100 —1/s0 4/300 0 
0 — 1/410 <0.5 4/300 4/75 0 
100 <0.5 0 4/35 0 


SS  ______._|_|| 


sation de la mére, les environs d’une unité, qu’on assiste & une 
augmentation du titre antitoxique du sérum du poulain. 


Jument 30. Notons en passant le titre antitétanolytique élevé du 
colostrum a la naissance, puis sa baisse rapide ; sans que nous puis- 
sions en donner une explication le titre antitétanolytique du sérum, 
du poulain & la naissance est considérablement plus élevé que celui 
du sérum de la mére. 
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Nous avons pu faire une constatation analogue sur un autre 
poulain ; son sérum titrait a la naissance 100. 000 unités antité- 
tanolytiques alors que celui de la mére ne ttrait que 100 unités. 

Sous l’influence des deux injections d’anatoxine tétanique, 
l’antitoxine apparait comme c’est normal dans le sérum de la 
mére, puis peu aprés en quantité moindre dans le lait; dans 
celui-ci le titre ne dépasse pas 1/30 d’unité, le sérum du poulain 
n’en contient aucune trace. 

S’il est difficile de conclure, en ce qui concerne la raison de la 
longue durée de l’immunité chez le poulain, des constatations 
faites A propos de I’antitoxine diphtérique chez nos juments en 
hyperimmunisation antidiphtérique, dont les poulains ont a la 
naissance un taux d’antitoxine spécifique élevé, 11 n’en est pas 
de méme quant au développement de l’antitoxine tétanique chez 
la mére et le poulain, ainsi que dans le lait, le taux de |’antitoxine 
avant les injections d’antigéne étant nul ou trés faible il est 
aisé alors de mettre en évidence les répercussions de celles-ci sur 
Je taux de l’immunité du poulain. 

Il apparait d’une maniére particuliérement nette que sous |’in- 
fluence des injections d’anatoxine tétanique, ]’antitoxine apparait ou 
augmente progressivement dans le sérum de la mére, ceci améne 
rapidement ]’apparition ou V’augmentation progressive également 
de ]’antitoxine dans le lait et aprés une certaine période (vingt a 
vingt-cing jours environ) dans le sérum du poulain, ceci pour Jes 
poulains de 1127 et 962. Aucune trace d’antitoxine n’est apparue 
dans le sérum du poulain de la jument 30 dont le titre antitoxique 
du lait a été relativement faible (maximum 1/30). 

De toutes ces recherches nous pouvons ainsi conclure : 

Chez les poulains 4gés de quatre mois (poulain de 1127) ou de 
un mois (poulain de 962), Pabsorption du lait antitoxique de Ja 
mére fait apparaitre (de 0 a 2 unités) ou accroitre (de 1/600 Aa 
eing unités environ) |’antitoxine dans leur sérum. I] semble, pour 
que ceci puisse se produire, qu’il soit nécessaire que Je taux anti- 
toxique du lait soit au moins d’environ une unité. ; 

Ainsi s’éclaire la raison de la longue persistance de ]’immunité 
du poulain issu d’une mére immunisée. La durée de cette immu- 
nité est sous la dépendance du taux de celle-ci a la naissance, 
lequel est conditionné par le taux de l’immunité de la mére a 
l’accouchement et la conservation de son colostrum, puis sous la 
dépendance également des ingestions ultérieures de colostrum et 
de lait qui contrebalancent, dans une certaine mesure par leur 


apport antitoxique, la baisse normale de l’antitoxine dans tout 
organisme (29). 


(29) A noter que les recherches de Dzterzcowsxr (Przeglad Letarski 
1903, 445) portent sur des poulains A4gés de quelques jours seulement 


\ 
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L’immunité passive du jeune poulain n’est donc pas une 
immunité passive a caractére spécial ; sa longue durée s’explique 
simplement soit par la valeur du titre antitoxique initial du sérum 


du poulain, soit par l’apport répété d’antitoxine absorbée avec 


le lait , soit par ces deux facteurs, |’antitoxine étant d’autre part 
une antitoxine « consanguine ». 


EN RESUME. 


La jument vaccinée contre le tétanos ou immunisée contre la 
diphtérie transmet son immunité au poulain. 

Cette immunité peut étre d’origine placentaire, mais pour que 
cecil puisse se produire, il faut que la mére ait une certaine 
immunité, autrement dit il y a un seuil commandant le passage 
de l’antitoxine 4 travers le placenta et ce seui] est aux environs 
d’une unité. 

Le poulain issu d’une jument vaccinée contre le tétanos a, 
quelques heures aprés les premiéres tétées, une immunité sensi- 
blement égale 4 celle de la mére. 

L’immunité du poulain est surtout d’origine colostrale. 

Le colostrum contient en effet a la naissance, avant toute perte 
notable spontanée ou provoquée de colostrum ante partum, une 
quantité d’antitoxine au centimétre cube supérieure a celle 
trouvée alors dans le sérum de la mére. I] y a, au niveau du 
colostrum, une véritable concentration de l’antitoxine. Cette con- 
centration semble se faire quelques jours avant la naissance ; 
nous ]’avons enregistrée dans un colostrum prélevé quarante- 
huit heures avant lV’accouchement. S’il y a perte de colostrum 
ante partum, il y a diminution du taux de l’antitoxine dans les 
échantillons de colostrum post partum, et le taux de cette anti- 
toxine, s'il était bas dans le colostrum ante partum, peut alors 
étre nul dans le colostrum post partum. Ce dernier se rapproche 
donc du lait non seulement, comme on le sait déja, du point de 
vue physique et du point de vue chimique, mais également du 
point de vue immunologique. L’absorption d’un tel colostrum 
peut donc n’entrainer aucune immunité chez le jeune poulain, 
mais ceci est l’exception en stabulation et ne s’observe guére 
que chez les juments vivant au paturage. 

Dés Vabsorption du colostrum, l’immunité du poulain aug-— 
mente brusquement et ceci n’a rien qui puisse surprendre si l’on 
veut bien se rendre compte que la muqueuse intestinale du jeune 
poulain est trés perméable aux antitoxines et que celui-ci peut 


et ne peuvent servir A ¢lucider la question de la durée de l’immunité 
passive transmise par la jument 4 son poulain. 


320 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


absorber, dans les premiéres vingt-quatre heures, une quantile 
d’antitoxine représentant la valeur de plusieurs ampoules de 
sérum antitétanique a 3.000 U. I. dans !’ampoule. 

Le taux antitoxique du colostrum baisse rapidement dés les 
premiéres tétées, (réduction au dixiéme ou au centiéme en vingt- 
quatre ou quarante-huit heures); le lait conserve encore assez 
longtemps un pouvoir antitoxique et cette durée est fonction du 
titre du colostrum a la naissance. Le rapport du taux antitoxique 
du colostrum ou du lait d’une part et du taux antitoxique du 
sérum d’autre part ne peut donc pas étre un rapport fixe. 

La valeur antitoxique du lait peut étre entretenue ou méme 
augmentée par de nouvelles injections immunisantes pratiquées 
a la mére. 

Le taux antitoxique du sérum du poulain reste un certain 
temps stationnaire, puis il baisse progressivement pour dispa- 
raitre en un temps variable qui dépend de l’immunité maternelle 
laquelle conditionne, dans un-rapport non constant, le taux d’an- 
titoxine du colostrum et du lait. 

Chez le poulain issu d’une jument vaccinée contre le tétanos 
et ayant recu une injection de rappel durant la gestation, l’anti- 
toxine spécifique décelable disparait généralement vers le troi- 
siéme mois. L’immunité reste suffisante en général du trentiéme 
au cinquante-cinquiéme jour. Cette immunité du poulain est une 
immunité passive; elle est considérée comme étant de nature 
spéciale en raison de sa longue durée. Cette durée est certaine- 
ment conditionnée par le fait qu'il s’agit non seulement d’une 
antitoxine homologue, mais encore plus, d’une antitoxine a 
« parenté plus étroite », puisqu’elle est « consanguine ». Elle est 
entretenue d’autre part, par les ingestions de colostrum (six & 
sept litres par jour pouvant correspondre a la valeur de plusieurs 
ampoules de sérum antitétanique a 3.000 unités), puis par les 
ingestions de lait dont l’antitoxine peut étre absorbée chez le 
jeune de plusieurs semaines et méme de plusieurs mois, a condi- 
tion toutefois que le taux de l’antitoxine du lait ait une valeur 
minimum ; ici encore il y a un seuil qui semble devoir tre 
également aux environs de une unité. 

Ceci explique que chez les juments fortement immunisées, 
Yimmunité du poulain, ainsi entretenue par les ingestions de 
colostrum puis de lait, peut durer de nombreux mois, et il n’y a 
pas heu de considérer cette immunité passive comme étant de 
nature spéciale. 

Si l’on tient compte de la teneur en antitoxine du lait et surtout 
du colostrum d’une part et de la quantité de colostrum et de lait 
ingérée journellement par le poulain d’autre part, on peut alors 
deviner l’importance de |’élimination de l’antitoxine au niveau 
de la mamelle et comprendre l’utilité de provoquer, chez les pou- 
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liniéres, une nouvelle formation d’antitoxine a chaque gestation, 
au moyen d'une injection de rappel d’anatoxine tétanique. 


CONCLUSIONS. 


Nous pouvons tirer de ce travail des conclusions a la fois 
d’ordre théorique et d’ordre pratique. 

a) L’immunité antitétanique que la jument vaccinée contre le 
tétanos transmet & son poulain est une immunité d'origine surtout 
colostrale. Ceci semble devoir s’appliquer a toute immunité anti- 
toxique. 

Il y a concentration, dans le colostrum, de Vantitoxvine de la 
mere, mais cette concentration baisse rapidement dés les premiers 
écoulements spontanés ou provoqués. Ceci peut se produire excep- 
tionnellement avant l’accouchement et on peut alors avoir, a la 
naissance, un colostrum qui se rapproche plus ou moins et méme 
parfois complétement du lait, non seulement du point de vue phy- 
sicochimique, mais également du point de vue immunologique. 
Son taux antitoxique peut dans ce cas étre faible ou méme nul et 
son ingestion n’entraine alors chez le poulain aucune immunité. 

Il y a un certain taux de Vimmunité de la mére, autrement dit 
un seul, qui semble étre autour dune unité environ, au-dessus 
duquel l’immunité du poulain peut étre également d’origine dia- 
placentaire. 

Cette immunité peut étre entretenue par l’absorption du lait, 
si le taux antitoxique de ce dernier, taux qui est conditionné par 
le taux antitoxique du sérum de la mére, y atteint également un 
certain seuil, qui est encore ici d’environ une unité. Il n’y a pas 
lieu de considérer l’immunité passive du jeune comme une immu- 
nité passive de nature spéciale. 

b) Il y a intérét, a la fois pour la mére et son poulain, a ren- 
forcer Vimmunité antitétanique des juments pouliniéres par une 
injection de rappel, effectuée dans le cours des derniéres semaines 
de la gestation et au moins douze jours environ avant l’accouche- 
ment. On provoque ainsi chez la mére une formation abondante 
d’antitoxine spécifique 

1° Qui compense Vélimination de l’antitoxine par le colostrum 
et le lait ; 

2° Qui entraine une teneur élevée du colostrum en antitoxine 
dont Vingestion assure au poulain, trés peu de temps aprés la 
naissance, une bonne immunité ; 

3° Oui permet l’'immunité diaplacentaire laquelle vient s’ajouter 
a Vimmunité colostrale ; 

4° Qui enfin, entrainant une teneur antitoxique du lait suffi- 
sante, permet le passage par ingestion de l’antitoxine du lait au 
poulain, assurant une plus longue durée de Vimmunite. 
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Etant donné Vimportance de V'immunité colostrale @une part, 
la concentration élevée de lantitorine dans le colostrum formé 4 
la naissance par rapport a la teneur en antitoxine du colostrum 
des jours suivants d’autre part, il est capital d’assurer au poulain 
labsorption de ce premier colostrum. 


ESSAI D’ANALYSE DU ROLE 
DE L’ANHYDRIDE CARBONIQUE 
DANS LA CROISSANCE MICROBIENNE 


par AnprE LWOFF et Jacqguzs MONOD. 


(Service de Physiologie microbienne de I’ Institut Pasteur.) 


Historique et Introduction. 


En 1918, Wherry et Ervin découvraient que le bacille de Koch 
ne se développe pas dans une atmosphére privée de CO,. Depuis, 
de nombreux travaux, en particulier ceux de Rockwell (1927) 
et de ses collaborateurs, de Valley et Rettger, de Walker, 
démontraient la nécessité du CO, pour le développement micro- 
bien. Gladstone, Fildes et Richardson (1935) reprenaient ]’examen 
du probléme et précisaient importance de divers facteurs. Leur 
mémoire comprend un exposé historique et critique trés complet. 
Enfin, Hess (1938) a discuté différentes hypothéses relatives au 
rdle du CO, dans Ja croissance des levures et des bactéries. 
Pour Hess, en |’absence de CO,, certains mécanismes d’oxydo- 
réduction sont bloqués. A supposer que cette conclusion soit 
exacte, le mécanisme du phénoméne demeure obscur. 

Cependant, Wood et Werkman montraient (1936) que certaines 
bactéries propioniques sont capables de fixer le CO,. Et Elsden 
(1988) établissait l’existence d’une relation entre la_ tension 
de CO, et la vitesse de formation de l’acide succinique aux dépens 
del’acide pyruvique par Escherichia coli. Depuis, tout un ensemble 
de recherches ont démontré que les bactéries tirant leur énergie 
de |’oxydation d’un composé organique sont capables de fixer 
du CO, sur une substance en C, (acide pyruvique), et de donner 
de l’acide succinique, probablement par i’intermédiaire de |’acide 
oxaloacétique. Les récentes revues de Werkman et Wood (1942) 
et de Wood (1946) exposent l’ensemble des données acquises. 

Nous nous sommes demandé si le défaut de mutiplication des 
microorganismes en ]’absence de CO’ ne tenait pas précisément 
a l’importance de l’anhydride carbonique pour la synthése des 
diacides, dont on connait Je réle comme transporteur d’hydrogéne 
(acides en C+) et comme métabolites essentiels (acides glutamique, 
pimélique, etc.). L’absence de CO, entrainerait |’impossibilité de 
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réaliser la synthése de certains métabolites essentiels, ce qui 
expliquerait la nécessité du CO? pour la croissance et coordon- 
nerait les données de Wherry et Ervin d’une part, celles de Wood 
et Werkman d’autre part. ; 

Si cette hypothése est exacte, certains diacides doivent pouvoir 
remplacer, au moins partiellement, |’anhydride carbonique, c’est- 
a-dire permettre le développement des cultures en atmosphére 
privée de CO,. C’est ce que nous avons entrepris de vérifier. Nos 
premiers résultats ont été exposés dans une note préliminaire 
(Lwoff et Monod, 1946). Ce mémoire comprend l’exposé de 
ensemble de nos expériences. 


Matériel et méthodes. 
Nos expériences ont porté sur Escherichia coli. 


Minrireu. — Le milieu suivant a été utilisé : CINH,, 1 g.; 
SO, Mey 0,1 «e: 3 Cl,Ca; (0,01) 9: 5450, F 650050005 ‘o's tO KEI 
PO,Na,H (pH 6,8) M/35, 100 cm*; eau bidistillée g. s. pour 11; 
on ajoute aprés stérilisation du glucose 4 20 p. 100 en quantité 
suffisante pour obtenir une concentration de 0,2 p. 100. 


STANDARDISATION DES ENSEMENCEMENTS. — La technique suivante 
a été adoptée pour la préparation des suspensions-souches 
5 cm* de milieu glucosé sont répartis dans des fioles d’Erlenmeyer 
de 100 cm* de volume dont le col a 6 4 7 cm. de long. Aprés 
ensemencement (IV gouttes d’une « suspension standard » pré- 
parée comme suit) les fioles sont placées a |’étuve a 37° dans un 
agitateur. 

Dans ces conditions, l’absence d’aliment carboné est le seul 
facteur limitant le développement. L’expérience montre que la 
culture a consommé tout le glucose et atteint son développement 
maximum en moins de vingt-quatre heures (v. Monod et Audureau, 
1946). La densité optique des cultures ainsi préparées est cons- 
tante 45 p. 100 prés. Elle correspond 4 1,2 x 10° germes par cen- 
timétre cube environ. Les bactéries n’ont done pas besoin d’étre 
lavées par centrifugation. Ensemencées dans un milieu conve- 
nable, leur croissance est immédiatement exponentielle. 

Les quantités ensemencées pouvaient varier selon les expé- 
riences. Les ensemencements seront définis ici par Ja dilution de 
la suspension souche : c’est-a-dire par le rapport volume de J]’ino- 
culat/volume de milieu neuf ensemencé ; par exemple 1/10 de cen- 
timétre cube de suspension, ensemencé dans 100 cm® de milieu 
neuf, représente un ensemencement A 1/1.000, etc. 

Nous avons effectué deux séries d’expériences 

a) Expériences qualitatives, ot l’on s’est contenté de noter 
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Yapparition d’un trouble plus ou moins accusé dans des cultures 
agitées en présence de KOH. 

b) Expériences quantitatives, comportant des mesures du taux 
de croissance en fonction de ja tension de CO,. 

Les techniques et les résultats donnés par chacune des deux 
méthodes seront exposés séparément. 


I. — Expériences qualitatives. 


LES CULTURES AGITEES. 


TECHNIQUE. — a) Les récipients sont des fioles d’Erlenmeyer 
en verre Pyrex, d’une contenance de 100 cm*. Leur col long de 
6 a 7 em. permet des manipulations aseptiques commodes. Sur le 
fond est soudé un cylindre de verre de 8 mm. de diameétre et de 
25 mm. de haut. Lorsqu’on veut absorber le CO, on introduit 
dans ce cylindre un papier-filtre plissé et de la potasse a 10 p. 100. 

b) Le milheu de culture stérile, dont la formule a élé précédem- 
ment donnée, est préalablement bouilli, puis rapidement refroidi. 
On ajoute le glucose, on ensemence et l’on répartit aseptiquement 
dans des fioles stériles a raison de 5 cm* par fiole. On introduit 
dans les fioles les substances & essayer. Le tampon de coton est 
enfoncé dans le col qui est fermé par un bouchon de caoutchouc 
préalablement bouilli. Les fioles sont aussitdt portées a ]’étuve 
4 37° et agitées (110 oscillations complétes par minute). 


CRITIQUE DE LA TECHNIQUE. — La tension de CO, dans le milieu 
dépend de sa vitesse de production par les bactéries et de la 
vitesse de diffusion du milieu vers lair privé de CO, par la potasse. 
Cette « tension résiduelle » est donc essentiellement variable, et, 
du reste, i] est impossible de l’estimer. Cette technique imparfaite 
nous a cependant permis de démontrer l’action de certains dia- 
cides sur la multiplication des bactéries dans des milieux pauvres 
en CQ,. 


Premiers Essats. — Les premiéres expériences donnaient des 
résultats conformes aux prévisions (tableau JI). 

Aprés quatorze a dix-huit heures, la culture était abondante 
dans le témoin en présence de CO,, nulle en présence de KOH, 
c’est-a-dire en l’absence de CO,. Par contre le développement 
était abondant dans les fioles additionnées de succinate, de glu- 
tamate ou d’un mélange des deux substances. L’addition d'un 
mélange de pyruvate et de lactate, de butyrate et de valérianate ou 
de citrate était sans effet. 

Il apparaissait ainsi nettement que les acides succinique et 
glutamique compensaient dans une certaine mesure la diminution 
de tension du CO,. On pouvait, semble-t-il, éliminer l’hypothése 
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d’aprés laquelle les diacides agissaient comme donateurs de CQ). 
En effet : 1° le glucose du milieu constituait par lui-méme une 
excellente source de CO, ; 2° l’action des diacides semblait spéci- 
fique puisque ni l’acide citrique, ni les acides butyrique et valé- 
rianique, ni surtout les acides lactique et pyruvique n’exercaient 
la moindre action. 


L’acIDE GLUTAMIQUE ET LE SULFURE DE SODIUM CONSIDERES COMME 
FACTEURS DE DEPART. — Au cours de ces premiers essais nous 
avons remarqué que certaines cultures témoins, sans diacides, 
se développaient parfois aprés dix-huit heures. Afin d’obtenir des 
résultats plus démonstratifs nous avons renouvelé ces essais avec 
des dilutions d’ensemencement beaucoup plus grandes (de 1/50.000 
a 1/100.000). Une complication se présenta alors : les cultures 
témoins, en atmosphére normale, non privées de CO, se dévelop- 
paient irréguliérement, parfois avec un retard de vingt-quatre a 
quarante-huit heures. Ceci ne se produisait pas quand ces cultures 
étaient additionnées d’acide giutamique. Mais nous savions que, 
dans ces conditions, l’acide glutamique n’exerce aucune action 
sur le taux de croissance (v. p. 339). Il agissait done ici comme 
« facteur de départ » et cela compliquait singuliérement |’inter- 
prétation des expériences. 

Nous ne tardions pas a observer cependant que cet effet de 
retard ne se produisait pas dans les cultures faites en tubes & essat 
et non plus en fioles. Celles-ci se développaient réguliérement 
en quatorze heures, méme avec un ensemencement de l’ordre 
de 1/100.000. On pouvait donc soupgonner que les résultats diffé- 
rents obtenus en tubes et en fioles tenaient a des différnces de 
potentiel d’oxydo-réduction des milieux. 

L’expérience résumée par le tableau II montre effectivement 
que dans les conditions ou nous sommes placés : 

1° Il n’y a pas de phase de latence dans les tubes ; 

2° Il y a une « phase de latence » prolongée dans les fioles 
agitées (milieu au glucose) ; 

3° Cette phase de latence est supprimée par l’addition d’acide 
glutamique ou d’asparagine M/140 ou de Na,S M/780 ; 

4° Elle n’est pas supprimée par l’acide succinique M/140. 

Dans une autre expérience (tableau III), l’acide succinique se 
montra actif. I] est en tous cas moins efficace que l’acide gluta- 
mique. ' ; 

Fildes et Gladstone (1939) ont montré que |’acide glutamique 
M/100 diminue la durée de la phase de latence chez certains strep- 
tocoques hémolytiques ensemencés faiblement. Madeleine Morel 
(1941) a établi que Proteus vulgaris ne se développe en anaéro- 
biose qu’aprés ensemencement relativement abondant. Toutefois 
l’addition au milieu d’une source de soufre réduit, en particulier 
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Tasteau Il. — Suppression de la phase de latence } 
par l’acide glutamique, l’asparagine et le sulfure de sodium. 


| 


FIOLES AGITEES (1) TUBES (1) 
AJOUTE AU MILIEU 
14 heures 24 heures 43 heures 14 heures 
0 0 0 ++ 
: 0 0 ++ ++ 
ae ies 
Acide glutamique M/140. Jee 
cide glutamigq / ae ie 
ate Aare 
Asparagine M/440. ++ Bee 
Gtaals Strata 
etreteats atest 
Na,s M/780. ++ He 
tact oper 
0 0 SPE Ste 
Acide succinique M/140. 0 0 4+ sbue 
0 ate aPae Staite 


(1) Ensemencement 1/66.000. Tension de CO « normale » (les fioles ne comportent pas 
de diverticule a potasse). 


de Na,S, permet le départ immédiat des cultures privées d’oxy- 
géne, méme ensemencées faiblement. 

Le réle de acide glutamique et du Na,S en tant que substances 
diminuant ou supprimant une phase de latence consécutive a un 
ensemencement faible est done connu. Comme on vient de le voir 
chez E. coli ce retard ne se manifeste que dans les milieux forte- 
ment oxygénés, et il est supprimé aussi bien par l’acide gluta- 
mique que par le Na,S. 

On peut envisager l’hypothése selon laquelle certaines réactions 
contrélant les synthéses dépendraient de |’établissement d’un cer- 
tain potentiel d’oxydo-réduction cellulaire. Les réactions en ques- 
tion seraient, de quelque facon, liées a la synthése ou au métabo- 
lisme de lacide glutamique ou de l’asparagine, dont le réle 
comme agent de transamination ést connu. L’oxygénation excessive 
rendrait ‘difficile l’établissement d’un rH intracellulaire favorable. 
Le Na,.S interviendrait comme corps réducteur « protecteur ». 


EXPERIENCES REALISEES AVEC DES ENSEMENCEMENTS FAIBLES. — 
Nous savions done que pour obtenir un développement rapide des 
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Tasieau III. — Suppression de la phase de latence 
par l’acide glutamique. 


AJOUTE AU MILIEU {5 HEURES (1)} 20 HEURES | 24 HEURES | 40 HEURES 
0 0 AP Saat 
0 0 0 a aa 
0 0 “te sheate 
Acide easomlde M/700. ae 
Acide glutamique M/7.000 3 t 
; : elec Seat 0 0 0 oo 
Bact 2 0 0 0 ++ 
Acide glutamique M/70.000. 0 0 0 gene 
4 ae Slate 
Acide succinique M/700. Beate 
0 a 


(1) Ensemencement 1/66.000. Tension de CO, «normale» (les fioles ne comportent pas de 
diverticule 4 potasse). 


cultures ensemencées faiblement et agitées, il était nécessaire 
d’introduire un facteur de départ. Comme nous désirions exa- 
miner le réle des diacides ou de leurs dérivés aminés, nous avons 
choisi le Na,S. Tous les milieux utilisés pour les expériences en 
fioles agitées ensemencées faiblement ont done été additionnés de 
Na.S de facon a obtenir une concentration M/780 (1 p. 10.000). 
Par « ensemencement faible », nous entendons une dilution d’en- 
semencement de l’ordre de 1/20.000 a 1/60.000. Dans ces condi- 
tions, les témoins en présence de CO, montrent se un déve- 
loppement abondant aprés quatorze heures. 

Le tableau IV exprime les résultats d’une série d’ expériences 
d’ou il ressort : 

1° Que le milieu glucosé simple ou additionné de NaS ne 
montre aucun développement bactérien visible 4 |’ceil nu, méme 
‘apres cent trente heures ; 

2° Qu’en présence d’acide d-1-glutamique M/140, la culture 
devient réguliérement visible trente-huit 4 quarante-trois heures 
apres Vensemencement ; 

3° Qu’en présence d’acide succinique, les résultats sont 
variables. L’acide succinique, qui est actif, avec ensemencement 
abondant (v. tableau I) est donc, soit inactif, soit peu actif 
lorsque l’ensemencement a été faible. 
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TapLeau IV. — Influence des diacides sur le développement de E. coli 
dans un milieu appauvri en COp. 


AJOUTE AU MILIEU 


Na.S M/780. 
Acide succinique M/4.400. 


Acide succinique M/1.400 + Na,S M/780. 


Acide glutamique M/1.400. 


Acide glutamique M/1.400 
+ acide succinique M/41.400. 


Acide glutamique M/1:400 + Na oS M/780. 


Acide glutamique M/1.400 + acide succinique 
M/1.400 + NaS M/780. 


Témoin sans KOH (-+ Nay M/780). 


(1) Heures aprés l'ensemencement. Culture en fioles agitées, en présence de KOH. 
Ensemencement 1/66.000. 


En présence d’un mélange d’acide glutamique et d’acide succi- 
nique, les résultats sont tantot identiques a ceux que donne |’acide 
glutamique seul, tantét supérieurs (1). 

On peut conclure de ces essais que l’acide d-1-glutamique ou 
le mélange des acides glutamique et succinique compense partiel- 
lement le manque de COQO,. Si le CO, était utilisé uniquement 
pour la synthése des acides succinique et glutamique, le manque 
de CO, devrait étre compensé entiérement par ces substances. 
Le retard observé laissait supposer que le CO, devait étre utilisé 


(1) Nous devons attirer l’attention sur une erreur de notre note pré- 
liminaire. I] est indiqué dans le texte que l’ensemencement a été 
pratiqué avec 1 cm® d’une souche diluée au centitme pour 225 cm3 
ce qui correspond a4 une dilution de 1 p. 25.000. Cette indication n’est 
valable que pour la deuxiéme expérience. Pour la premiére, la dilu- 
tion était de 1/250. 
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TasLeau V. — Influence des diacides sur le développement de £. coli 
dans un milieu appauvri en CO. 


AJOUTE AU MILIEU 


Acide glutamique M/700. 


Asparagine M/700. 


Acide succinique M/140. 


Acide glutamique M/140 + acidesuccinique 


Acide fumarique M/140. 


Témoin sans KOH. 


(1) Heures aprés l’'ensemencement. Cultures en fioles agitées en présenee de KOH, 
Milieu glucosé + Na,S M/1.0u0. Ensemencement 1/45.000¢. 


pour la synthése de métabolites essentiels autres que les acides 
succinique et glutamique. 

Dans l’espoir d’identifier ce ou ces métabolites, nous avons 
alors entrepris de tester l’activité de nombreux corps, seuls ou 
en mélanges \ 


4° Succinate M/700 + glutamate M/700 + pimélate M/7.000. 

2° Succinate M/700 + glutamate M/700 + adipate M/700. 

3° Succinate M/700 + glutamate M/700 + pimélate M/7.000 + adipate M/700. 

4° Succinate M/700 + glutamate M/700 + pimélate M/7.000 + adipate M/700 
+ malonate M/700- 

Fe Succinate M/700 + glutamate M/700 + pimélate M/7.000 + oxalate M/700 
+ malonate M/700. 

Succinate M/700 + glutarate M/700. 

Asparagine M/700 + glutarate M/700. 

Asparagine M/70 + glutamate M/700 + adipate M/700 + pimélate M/7.000 + oxa- 
late M/700 + malonate M/700. 

Asparagine M/1.000 + acide glutamique M/1.000. 

Asparagine M/1.000 + acide glutamique M/1.000 + glutathion M/10.000. 

Asparagine M/4 000 + acide glutamique M/1.000 + glutathion M/10.000 + p. 
aminobenzoate M/100.000. 

Asparagine M/1.000 + p. aminobenzoate M/100.000 + acide adénylique M/3.500 (2). 


(2) De levure. 
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Asparagine M/700 + glutamine M/700 + pyridoxine M/700. 

Glutamine M/700. 

Succinate M/700 + glutamine M/700. 

Aspartate M/700 + glutamine M/700. 

Asparagine M/700 + glutamine M/700. ; ; 

Succinate M/700 + glutamate M/700 + acide adénylique M/3.500 + citrate M/1.000. 


Tastzau VI. — Influence de divers diacides sur le développement 
@E. coli dans un milieu appauvri en CO. 


AJOUTE AU MILIEU (1) 


Acide glutamique M/700. 


Acide glutamique M/7.000. 


Acide succinique M/700. 


Acide succinique M/700 + acide glutamique M/700. 


Acide succinique M/700 + acide glutamique M/7.000. 


Acide succinique M/700 + acide glutamique M/70.000. 


Témoin sans KOH. 


(1) Heures aprés l'ensemencement. Culture en fioles agitées (diverticule + KOH). Milieu 
glucosé + Na,S M/4.000. Ensemencement 1/25.000. 


~ 


Tous les essais donnérent des résultats négatifs. Aucune des 
combinaisons essayées ne se montra supérieure a l’acide gluta- 
mique ou au mélange acide glutamique + asparagine. 

On notera particuliérement les résultats négatifs suivants 

a) L’acide pimélique. — L’acide pimélique, diacide en C,, est 
connu. comme métabolite essentiel depuis les travaux de 
H. Mueller. 


b) L’acide adipique. — L’acide adipique pourrait servir de 
matiére premiére pour la synthése d’un acide en C,. 
c) L’acide adénylique. — Pappenheimer et Hottle ont montré 


que si la pression de CO, est trés basse, le développement de 
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TastzAu VII. — Influence de diverses substances 
sur le développement de £, coli en milieu appauvri en CO,. 


GC 


AJOUIE AU MILIEU 48 (4) 40 
a eS 
0 i " 
0 0 
Acétate 4 p. 1.000 ; ; 
Propionate 1 p. 4.000 t 4 
Butyrate 4 p, 1.000 : ; 
N. valérianate 4 p. 41.000 : ; 
Urée 4 p. 10.000 Ny 4 
Adénosine 4 p. 10.000 0 ; 
jee adénylique 4 p. 40.000 nite 
Succinate 4 p. 5.000 i 
Glutarate 4 p. 10.000 Bick 
Aspartate 4 p. 40.000 ie 
Asparagine 41 p. 10.000 aA 
Oxalate te Tht 
Témoin sans KOH ioe 
++ 


(1) Heures aprés l’'ensemencement. Culture en fioles agitées (diverticule + KOH). 
Milieu glucosé + Na,S M/780. Ensemencement 1/300. 


334 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Streptococcus hemolyticus est favorisé par l’adénine et l’acide 
adénylique. 

d) L’acide citrique. — I) joue un réle important dans le schéma 
de Krebs. On sait de plus (v. p. 345) que l’acide isocitrique peut 
étre synthétisé par fixation de CO, (Ochoa, 1946). Rappelons 

_que, méme avec ensemencement abondant, Vacide citrique ne 
compense pas le défaut de CO3. 


AUTRES SUBSTANCES SANS ACTION. — Afin d’examiner le réle 
possible de certains composés, nous avons, en outre, réalisé 
quelques essais avec ensemencement plus abondant (tableau VIII). 

Cette expérience permet d’ajouter aux substances sans action 
les acides gras inférieurs de 1 a 4 atomes de carbone et l’urée. 
Elle montre aussi que |l’acide oxalique posséde une action faible. 


Bourtton. Peprone. Acipes aminés. — D’aprés les observa- 
tions de Winslow, Walker et Sutermeister (1932), l’inhibition 
de la croissance due au manque de CO, ne se produit pas si le 
milieu synthétique est remplacé par de Ja peptone ou du bouil- 
lon. Ce fait a été confirmé par Gladstone, Fildes et Richardson 
(1935) pour Eberthella typhi et Pseudomonas pyocyanea. En pré- 
sence de bacto-peptone a 1 p. 100, la culture, en l’absence de 
CO, seulement, est retardée de vingt-quatre heures. En bouillon 
peptoné, en aérobiose, la culture est abondante aprés vingt- 
quatre heures. Les auteurs anglais concluent que la peptone ou 
le bouillon permettraient une production accrue de CQ,. 

A priori, il semble vraisemblable, en effet, que la décarbo- 
xylation des acides aminés puisse constituer une source de CO, 
utilisable. Nous avons, en tous cas (v. tableau IX), constaté que 
diverses substances : bouillon peptoné, caséine ‘hydrolysée, 
extrait de levure (500 g. de levure extraits dans 500 cm® d’eau a 
pH 3,5 (HCl) pendant vingt minutes 4 75°) compensaient le 
défaut du CO.. La caséine et l’extrait de levure ont fait preuve 
d’activité dans un milieu ensemencé au 1/20.000, c’est-d-dire dans 
des conditions ot les cultures additionnées d’asparagine et 
d’acide glutamique ne se développent qu’avec un retard notable. 

En revanche, les groupes d’acides aminés suivants : 

. d-l-lysine, (I+) arginine, citrulline, (1+) histidine ; 
d-I-proline ; 

d-l-phénylalanine, (I—) tyrosine, d-l-tryptophane ; 
d-I-méthionine ; 

d-I-g-alanine, glycocolle, d-I-isoleucine, d-I-sérine, d-l-thréo- 
nine, d-I-valine, I(—)leucine, d-I-norleucine, acide g-aminobu- 
tyrique, 

ajoutés seuls au milieu (contenant déja asparagine et acide gluta- 


mique) ou diversement combinés, se sont montrés totalement 
inactifs. 


HO OWS 
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TABLEAU Vill. — Influence de diverses substances 
sur le développement de EF, coli en milieu appauvri en CO). 


AJOUTE AU MILIEU 45 (1) ar 24 
renG trae! 
Asparagine M/2.000 + glutamine M/2.000. s 
Succinate M/2.000 + glutamate M/2.000. , a 
Succinate M/2.000 + glutamate M/2.000 0 aa 
+ citrate M/2.000 + adénylate (2) M/5.000. 0 + 
Asparagine M/2.000. 4 4s 
Acide aspartique M/2.000. Ws E 8 
Succinate M/2.000. f 3 a 
Succinate M/2.000 + oxalate M/2.000. ; 3 x 
Asparagine M/2.000 + adipate M/41.500 0 0 + 
+ pimélate M/46.000. 0 0 +f 
Oxalate M/2.000. ; “a 
Malonate M/1.000. f ; ; 
Formiate M/1.000. er ; ; 
Témoin sans KOH. “ 


4) Heures aprés l’ensemencement. 
2) Acide adénylique de levure. Culture en fioles agitées (diverticule + KOH). Milieu 
glucosé + Na,S M/780. Ensemencement 1/4.000. 
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Tasteav IX.— Suppression de la phase de latence due au défaut 
de CO, par le bouillon, l’extrait de levure 
et la caséine hydrolysée. 


A AJOUTE AU MILIEU 44 (4) B AJOUTE AU MILIEU 45 (4) 21 
4 0 0 
. 0 0 0 
: 2 0 0 
: cae sea 
Extrait de levure ++ |Uaséine hydrolysée (2) Sia 
4 p. 20. pacts 48 mg. p. 100 cm’. coae 
Bouillon peptoné $+ Caséine hydrolysée sit 
4p. 20. oo 6 mg. p. 100 cm’. 0 =a 
émoi SF -Témoi ciaaia 
Témoin sans KOH. ue Témoin sans KOH. cane 


A, ensemencement 1/6.000 ; B. ensemencem ent 1/12.000. 

(1) Heures aprés l’ensemencement. , ; : 

(2) Caséine hydrolysée vitamin free de Ashe. Culture en fioles agitées (diverticule 
+ KOH). Milieu glucosé + Na,S M/780. 


Il parait donc vraisemblable que le bouillon, l’extrait de levure, 
Vhydrolysat de caséine, doivent leur activité, non & une produc- 
tion accrue de CO,, mais a la présence de certains métabolites 
essentiels, normalement synthétisés a partir du CO,, et qu'il 
s’agira d’identifier. ; 


CONCLUSIONS DE LA PREMIERE PARTIE. 


A la suite de ces essais les conclusions suivantes semblaient 
autorisées 

1° Les diacides en C, et en C,, aminés ou non, compensent le 
défaut de CO, lorsque l’ensemencement est abondant. 

2° Ces diacides ne compensent que partiellement le défaut de 
CO, lorsque l’ensemencement est faible. 

3° Cette activité est spécifique. Elle n’est pas partagée par les 
nombreuses autres substances essayées. 

Donec, dans des milieux a tension de CO, diminuée, les diacides 
agissent comme des « facteurs de croissance », ¢’est-d-dire 
comme meétabolites essentiels non synthétisés par l’organisme: 

Nous avons alors cherché a analyser de plus pres l’action de 


ces substances, en mesurant la croissance des cultures en fonction 
de Ja tension en COQ,. 


a 
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TasLeau X. — Suppression de la phase de latence due au défaut 
de CO, par la caséine hydrolysée et l’extrait de levure. 


AJOUTE AU MILIEU GLUCOSE + Na S M/780 


-++ ASPARAGINE M/4.200 + Giotamine M/1.200 14 (1) we 
0 0 4 
0 0 
Caséine hydrolysée (2) 6 mg p. 100 cm? es 
eteat 
Extrait de levure 4 p. 1.000 GSit 
P ++ 
Inositol M/300 Q 
0 0 
Nucléinate de Na 4 p. 20.000 . ; 
Témoin sans KOH ge 
State 


(1) Heures aprés l’ensemencement. 
(2) Caséine hydrolysée « vitamin free » de Ashe. Culture en fioles agitées (diverticule 
-+ KOH). Ensemencement 1/20.000. 
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II. — Etude quantitative de la croissance bactérienne 
en fonction de la tension en CO,. 


TEcHNIQUE. — Des tubes a essai de 17 mm. de diamétre inté- 
rieur sont munis d’un bouchon a deux trous. L’un sert a l’éva- 
cuation des gaz. L’autre donne passage 4 une pipette qui court 
le long de la paroi du tube et arrive 4 quelques millimétres du fond. 
Le tube marqué d’un trait au diamant est placé dans un support 
également marqué. Les deux repéres sont en regard. La cons- 
tance de la position est assurée par deux piéces meétalliques en 
V trés ouvert dont l’une, mobile, est appliquée sur le tube par 
un ressort. La partie inférieure du tube plonge dans une cuve 
a faces. paralléles remplie d’eau distillée. L’ensemble est placé 
dans l’électrophotométre de Meunier. 

L’expérience montre que les mesures effectuées dans ces ¢on- 
ditions sont aussi précises que les mesures effectuées avec des 
suspensions de densité optique égale placées directement dans 
une cuve a faces paralléles. La précision des mesures est de 
lordre d’une demi-division de la graduation du tambour de 1’élec- 
trophotométre de Meunier. 

A la pipette aboutit un tube de caoutchouc qui conduit le 
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mélange gazeux. I] suffit, au moment de la mesure, une fois le 
tube en place, de pincer le caoutchoue pour interrompre Varrivée 
du gaz, d’attendre neuf secondes pour supprimer l’effet des 
remous et de faire la lecture. Le courant gazeux reste ainsi inter- 
rompu pendant onze a douze secondes. ; 

Le gaz injecté dans le tube est soit de l’air privé de CO,, soit 
un mélange en proportions connues d’air sans CO, et d’air 
ordinaire. 

Pour priver lair de CO,, le courant traverse successivement : 
1° un flacon de 1 litre contenant 500 cm* de lessive de soude a 
10 p. 100 ; 2° sept flacons cylindriques contenant des petites billes 
de verre sur une hauteur de 50 cm., billes noyées dans de la 
soude a 10 p. 100. La tubulure d’arrivée est au contact du fond 
du flacon; 3° un flacon de 75 cm. de hauteur rempli de petits 
fragments de pierre ponce imbibée de soude 4 10 p. 100; 4° un 
tube de baryte servant de contréle ; 5° trois flacons remplis d’eau 
bidistillée, pour saturer l’air de vapeur d’eau. 

A la sortie de ce flacon, lair traverse un compteur a eau qul 
permet de contrdler le débit gazeux. Ce compteur peut étre exclu 
du circuit. 

L’air privé de CO, traverse ensuite un mélangeur dans lequel 
aboutit une seconde tubulure. Celle-ci regoit lair ordinaire 
préalablement saturé d’eau et qui lui aussi traverse un compteur. 

Le débit total de gaz est de 2.700 cm* par minute. Les comp- 
teurs utilisés dits « expérimentaux » ont un cadran correspon- 
dant 4 3 ou 4 litres dont chaque division correspond a 10 cm%. 
De petits débits de l’ordre de 50 cm* par minute peuvent donc 
étre mesurés en deux minutes avec suffisamment de précision. 

L’orifice de sortie est connecté a un tuyau qui aboutit a un 
cylindre de 6 cm. de diamétre sur lequel sont soudées des prises 
alimentant les conduits conduisant aux tubes. 

L’appareillage décrit est disposé dans une chambre étuve 
a 37°. Dans ces conditions, les tubes recoivent de J’air saturé 
d’eau, et il n’y a jamais de condensation, l’ensemble de l’appareil 
se trouvant 4 la méme température. 

Chacun des tubes qui contient 10 cm* de milieu est traversé 
chaque minute par 450 cm® de gaz a 87°. 

Nos expériences comportent en général 6 tubes. La hauteur 
des pipettes est réglée de facon & assurer un débit identique dans 
chacun des tubes. 

Les courbes sont établies avec les données fournies par la lec- 
ture de I’électrophotométre de Meunier. Tous les graphiques 
exprimant la croissance sont établis en coordonnées semi-loga- 
rithmiques. Les logarithmes employés sont Aa base 2, de sorte 
qu’un accroissement d’une unité en ordonnées correspond a un 
« doublement » de la densité optique de la culture. 
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{] est commode, et c’est ce que l’on a fait ici, d’exprimer le 
taux de croissance en nombre de divisions a Vheure (d./h.). 
Mais on sait que si la densité optique des cultures demeure au 
cours de la croissance sensiblement proportionnelle au poids de 
substance vivante, en revanche, la taille des bactéries varie, de 
sorte que les « taux de division » en question se rapportent par 
définition 4 une « bactérie de référence » de dimensions « nor- 
males » invariables, et telles que dans les conditions de nos 
mesures une unité de I’électrophotométre corresponde a 10’ bac- 
téries par centimétre cube. 


A. — Taux MAXIMUM DE CROISSANCE. 


INFLUENCE DES DIACIDES SUR LA CROISSANCE EN ATMOSPHERE RICHE 
EN CO,. — Avant d’étudier Vinfluence des acides succinique et 
glutamique sur la croissance en atmosphére pauvre en CO,, il 
convenait de s’assurer que ces corps étaient sans action sur le 
taux de croissance pour peu que la tension en CO, fat suffisante. 
L’expérience résumée par la figure 1 montre effectivement que, 
dans les conditions de cet essai, c’esi-a-dire en fioles closes, sim- 
plement agitées pour assurer le brassage de la culture (technique 
de J. Monod, 1942), le taux de croissance est le méme avec ou 
sans acide glutamique ou succinique. Quoique dans de telles 
conditions la tension de CO, soit variable (elle s’accroit avec le 
temps et la densité de la culture) et n’ait pas été déterminée, 
le taux de croissance demeure stable pendant pratiquement toute 
la durée de la croissance. D’aprés de nombreux essais, la valeur 
du taux de croissance pour la souche et le milieu est 1,15 + 0,05 
divisions a4 l’heure. 


INFLUENCE DES DIACIDES SUR LA CROISSANCE EN ATMOSPHERE 
PAUVRE EN CO,. — Les figures qui suivent (2 4 6) expriment les 
résultats d’une série d’expériences effectuées avec des tensions 
décroissantes de CO,. Dans chaque cas, les taux de croissance 
ont été mesurés, d’une part en milieu S pur (courbes S), d’autre 
part en milieu S additiqnné d’acide glutamique M/2.000 et d’acide 
aspartique M/2.000 (courbes A. G.). 

Il convient d’attirer tout d’abord |’attention sur l’aspect assez 
surprenant et trés caractéristique de la croissance en atmosphére 
« pauvre » ou « trés pauvre » en CO,. On voit que, lorsqu’on 
la représente en coordonnées semi-logarithmiques, la croissance 
s’exprime par une série de trongons de droite, définissant plu- 
sieurs « phases exponentielles » successives (fig. 4 et 5). Autre- 
ment dit, lorsque la culture s’accroft, le taux de croissance 
diminue par une suite de variations nettement discontinues. 
C’est lA un phénoméne dont nous ne connaissons pas d’autre 
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exemple (8). Nous aurons a revenir sur son interprétation. 
Remarquons simplement que : a) la tension de CO, dans les 
cultures est constante; b) la tension de CO, constitue le seul 
« facteur limitant » du taux de croissance (il suffit, en effet, de 
Yaugmenter suffisamment pour rétablir le taux de croissance 
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Fic. 4. — Croissance de £. coli aéré par agitation. Le taux de croissance (u) dans 
le milieu glucosé n’est pas modifié par l’addition d'un mélange d’acide succi- 
nique et glutamique (concentration dans le milieu M/2.000). 
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Fie.°2. — Croissance de E. coli aéré par barbotage : CO.: 3 X10 —4 S= milieu 
glucosé. $+ A.G. = milieu glucosé + asparagine M/2.000 + acide gluta- 
mique M/2000. En présence des diacides, le taux de croissance (u) est maxi- 
mum}: 1,15. On notera les résultats superposables donnés par les deux cul- 
tures (cercles et points) dans chacune des expériences. 


maximum de 1,15). I] est donc permis de conclure que ces varia- 
tions doivent étre dues a l’épuisement de substances de réserve 


(3) HinspeLwoop a étudié la croissance d’Aerobacter aerogenes en 
atmosphére pauvre en CO,. Il a constaté une baisse du taux de crois- 
sance avec le temps. Mais le petit nombre et ]’imprécision des mesures 
ne permet pas de se rendre compte de l’allure du phénoméne. 


' 
+f 
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capables de remplacer partiellement le CO.,. L’hypothése de 
Hinshelwood, selon laquelle le phénoméne serait di a l’épuise- 
ment graduel du CO, intracellulaire, ne parait pas vraisem- 
blable. En effet, le phénoméne n’est nullement supprimé lorsque 
les cultures ont été « préparées » par barbotage avec de J’air 
privé de CO,, pendant un temps variable (vingt a soixante minutes) 
avant l’addition du glucose dans le milieu, c’est-A-dire avant le 
début de la croissance. : 

Examinons Maintenant les courbes de croissance obtenues en 
milieu S_ additionné d’asparagine et d’acide glutamique. Les 
figures 2, 3 et 4 montrent que lorsque la tension de CO, est com- 


Fic. 3. — Croissance de E. coli aéré par barbotage: CO,: 1,2 x 40 - 4S = milieu 
glucosé. S+-A G.= milieu glucosé + asparagine (M/2.000) + acide glutami- 
que M/2.000. En présence des diacides le taux de croissance est normal. 
Noter la superposition des courbes correspondant aux deux cultures (points 
et cercles) dans chacune des séries. 


% 


prise entre celle de ]’air normal (8 x 10—‘*) et une tension dix a 
quinze fois plus faible, ces diacides font preuve d’une activité trés 
marquée. Si l’on considére par exemple |’expérience représentée 
par la figure 4, dans laquelle la tension de CO, était de 3 x 10-° 
environ, on voit que la croissance des témoins (S) débute au taux 
de 0,85 d./h. pour tomber aprés moins d’une division a 0,50 d./h. 
puis 4 0,30 d./h. lorsque la densité de la culture a quadruple. 

Au contraire, en présence d’asparagine et d’acide gluta- 
mique (S +'AG), Je taux de croissance est maximum pendant 
plus de 5 divisions, c’est-a-dire dans un intervalle pendant lequel 
la densité optique de la culture se trouve multipliée par un fac- 
teur 32. 

Lorsque la tension de CO, est de l’ordre de 1,2 x 10-* (air 
normal = 8 x 10-+), l’activité des diacides est également trés 
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nette, encore que moins apparente, inhibition de la croissance 
des témoins étant moins marquée (fig. 3). 
La figure 5 exprime les résultats d’une expérience faite avec 
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Fic. 4. — Croissance de E. coli aéré par barbotage: CO,: 3X 10—-—5S = milieu 
glucosé. S+ A.G.= milieu glucosé + asparagine M/2.000 + acide glutamique 
M/2.000. Le taux de croissance (v) est maximum en présence des diacides. En 
leur absence il subit des diminutions hrusques successives, caractéristiques 
de la carence en CO,. Dans l'un des tubes S on a ajouté le mélange aspara- 
gine acide glutamique au moment indiqué par la fléche. Le taux de crois- 
sance est passé de 0,25 a 0,80. 


log, ode /a oo. 
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Fic. 5. — Croissance de E. coli aéré par barbotage CO, : 2 10—5S = milieu 
glucosé. S+ A.G. = milieu glucosé + acide glutamique M/2.000. Taux de 
croissance 0,80 en présence d’acide glutamique. Dans le tube témoin coube 
de croissance caractéristique de la carence en CO). 


une tension de CO, de 2 x 10-* (1/15 de V’air normal). On voit 
icl que si activité du mélange de diacides est encore tras 
marquée, le taux de croissance maximum n’est pas atteint. I] s’en 
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faut de 30 p. 100 environ. Il semble donc que lorsque la tension 
de CO, est inférieure a certaines valeurs, les diacides ne com- 
pensent pas enticrement cette déficience. 

Ceci d’ailleurs apparaissait déja dans l’expérience représentée 
par la figure 4 correspondant, rappelons-le, a une tension légé- 
rement supérieure (8 x 10—°). On y voit, en effet, que. si les 
diacides sont introduits dans le milieu lorsque la culture a déja 
épuisé certaines réserves (ainsi qu’en témoignent les chutes 
successives du taux de croissance), ils se montrent toujours trés 
actifs (le taux de croissance s’accroit de 300 p. 100), mais ne sont 
plus capables de rétablir le taux maximum (fig. 4, courbe S). 

I] convenait donc de déterminer lactivité des diacides avec 
des tensions trés faibles de CO,. La figure 6 représente une 
expérience effectuée dans une atmosphére ne contenant que 
6 x 10-§ de CO,. Le résultat est bien clair. L’activité des 
diacides, dans ces conditions, est nulle ou, en tows cas, non 
mesurable. 

Ce résultat permettait donc d’éviter d’avoir a expérimenter 
avec des concentrations encore plus faibles ou « nulles » de CO,. 
Il eut été intéressant cependant de savoir si la croissance est ou 
non complétement bloquée en l’absence totale de CO,, expérience 
évidemment impossible, puisqu’on ne saurait espérer priver abso- 
lument la culture des quelques molécules de CO, qui peuvent 
étre « captées » par des réactions métaboliques avant d’étre 
entrainées par le courant gazeux. 

Nous avons constaté, effectivement, qu’avec un barbotage 
intense d’air privé de CO,, la croissance des cultures se stabilise 
rapidement a un taux trés faible (y» = 0,06), mais se poursuit 
ainsi pendant fort longtemps (vingt-trois heures dans lune de 
nos. expériences). 


ACTIVITE RELATIVE DE DIFFERENTS DIACIDES. — Plusieurs expé- 
riences, non représentées ici, nous ont montré : a) que l’ordre 
d’activité des différents diacides en C, et C, est le suivant : 


glutarate < succinate < asparagine < glutamate. 


b) Que les activités de ces différents corps ne sont pas addi- 
tives. En particulier, le mélange glutamate + asparagine n’est 
pas plus actif que le glutamate seul; de méme le mélange 
glutarate + succinate n’est pas sensiblement plus actif que le 
succinate seul. 

Enfin quelques corps : alanine, glycocolle, acides lactique. 
pyruvique, butyrique, acétique, qui s’étalent montrés inactifs dans 
les essais qualitatifs, ont été testés a nouveau avec la technique 
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quantitative. La tension de CO, dans ces essais était de 3 x 10—*, 
tension la plus favorable pour la mise en évidence de Vactivité 
des diacides. Les résultats ont été complétement négatifs. 


DIscussION. 


L’hypothése qui a servi de point de départ a ce travail, était 
que le CO, intervient nécessairement dans la synthése d’un ou 
plusieurs métabolites essentiels, indispensables a la croissance. 

Cette hypothése est pleinement confirmée par l’expérience en 
ce qui concerne les diacides en C, et C,. Ces corps, sans effet 
sur la croissance « normale » en atmosphére riche en CO,, se 
comportent comme des facteurs de croissance en atmosphére 
pauvre en COQ,. 

Il semble donc que les cellules bactériennes non seulement 
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Fic. 6. — Croissance de E. coli aéré par barbotage : CO.: 2X 10—& 4{L’addition 
d’acide aspartique (M/4.000) et glutamique (M/1.000) au milieu S n’a pas pro- 
duit d’effet. Aprés deux heures le taux de croissance est tombé a 0,1. 


peuvent synthétiser ces diacides par fixation de CO,, mais encore 
qu’il n’y ait pas d’autres voies de synthése pour ces corps. Nous 
dénommerons suivant le cas ce type de substances : composés ou 
métabolites essentiels hétérocarboxyliques. , 

Il convient ‘d’insister sur le fait que les divers diacides en C, 
ou en C, (aminés ou non) sont mutuellement remplacables. Or, 
parmi les métabolites essentiels on connait et des diacides en C, 
et des diacides en O,. Cela signifie sans doute que les diacides 
en C, et en C, sont interconvertibles dans le métabolisme 
d’E. coli. 

De plus, cette activité est spécifique. Elle n’est partagée a 
aucun degré par les nombreux autres corps testés, glucose, 
monoacides, acides aminés. divers, etc., ce qui, ajouté au fait 
que les diacides en C, et C, deviennent complétement inactifs, 
lorsque la tension de CO, est trés basse, permet d’écarter l’hypo- 
thése selon laquelle les corps actifs constitueraient simplement 
des sources de CO,. 

Nous venons de rappeler qu’en l’absence de CO, les diacides 


/ 
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en C, et C,; étaient dépourvus d’action visible sur la croissance. 
Si notre hypothése de base relative au rdle du CO, est exacte, 
cela veut dire que les diacides en C, et en C,; ne sont pas les 
seuls métabolites hétérocarboxyliques. Cette conclusion est 
fondée sur les constatations supplémentaires suivantes. 

1° Activité du bouillon peptoné, de la caséine hydrolysée et de 
Vextrait de levure (v. p. 334). Ces produits renfermeraient un ou 
plusieurs métabolites essentiels hétérocarboxyliques, ou leurs 
précurseurs. 

2° Aspect des courbes de croissance dans des milieux pauvres 
en CO,. Les chutes brusques et successives du taux de croissance 
pourraient correspondre a |’épuisement de plusieurs métabolites 
hétérocarboxyliques. Cet épuisement par échelons pouvant étre 
dad soit 4 une inégalité quantitative au départ, soit a des vitesses 
d’utilisation différentes, soit au fait que les diverses synthéses 
sont inégalement affectées par les tensions basses de CQ,. 

L’examen des courbes 2 4 6 montre en tous cas que la durée 
des périodes correspondant au premier et au deuxiéme taux de 
croissance est d’autant plus réduite que la tension de CO, est 
plus basse. On peut dire également que l’importance de la crois- 
sance « résiduelle » (correspondant aux taux 1 et 2) est d’autant 
plus faible que la tension de CO, est plus basse. C’est ainsi que 
pour’des tensions de CO, de 3.x 10-*, 2 x 10-* et 6 x 10=* le 
nombre de divisions pendant cette période a été respectivement 
dese. 2 et, O02 75, 

Un ensemble convergent d’arguments plaide ainsi en faveur-de 
la conclusion d’aprés laquelle l’anhydride carbonique est néces- 
saire a Escherichia coli, et vraisemblablement aux autres 
microorganismes, parce qu’un certain nombre de métabolites 
essentiels ne peut étre synthétisé que par carboxylation. Au 
nombre des métabolites essentiels hétérocarboxyliques, nous 
pouvons d’ores et déja compter les diacides en C, et en C,. 
L’identification des autres métabolites hétérocarboxyliques cons- 
titue un probléme important. Sa solution pourra étre recherchée, 
soit par le fractionnement systématique des substances actives 
comme |’extrait de levure, soit par ]’essai systématique des méta- 
bolites essentiels connus. [Les essais que nous avons tenlés par 
cette derniére méthode ont jusqu’ici échoué. Il s’en faut toutefois 
de beaucoup que nous ayons testé tous les métabolites essentiels 
connus ou toutes les substances renfermant plus d’un groupe- 
ment carboxyle : c’est ainsi que l’acide iso-citrique dont les 
recherches de Ochoa (1946) ont montré l’importance n’a pas été 
essayeé. 

Notre conception a done été partiellement vérifiée et les 
résultats obtenus ont montré sa valeur en tant qu’hypothése de 
travail. Si elle correspond vraiment 4 la réalité, nous devons, en 
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fournissant a Escherichia coli tous les métabolites essentiels hété- 
rocarboxyliques, dégager cet organisme des servitudes du CO,, 
c’est-a-dire lui permettre de croftre, ou plutot le contraindre 4 
croitre a vitesse normale en l’absence d’anhydride carbonique. 


RESUME. 


1° Le développement d’Escherichia coli en milieu synthétique 
glucosé est inhibé si le CO, est absorbé par un alcali. 

2° Si Vensemencement a été abondant (concentration initiale 
200 a 300 bactéries par millimétre cube), cette inhibition est sup- - 
primée par les acides succinique, aspartique et l’asparagine, les 
acides glutarique et glutamique et la glutamine. 

3° Si lensemencement est faible (concentration initiale 20 a 
60 bactéries par millimétre cube), l’inhibition n’est que partiel- 
lement supprimée par les acides aspartique et glutamique. Elle 
est supprimée par le bouillon peptoné, la caséine hydrolysée et. 
Vextrait de levure. 

4° Les cultures en fioles aérées par agitation, non privées de 
CO,, présentent aprés ensemencement faible une phase de latence 
prolongée. Cette phase de latence est supprimée par les acides 
aspartique et glutamique M/1.000 et par le sulfure de sodium 
M/1.000. 

5° L’acide glutamique ne modifie pas le taux de croissance dans. 
un milieu « normal ». Ce taux est de 1,15 a 37°. Pour une pres- 
sion de CO, de 1,2 x 10~*, le taux de croissance est 0,9. Il est 
ramené 4 1,2 par les diacides en C, et C,. Pour des tensions de 
3 x 10—*, les acides aspartique et glutamique compensent par- 
tiellement le défaut de CO,. 

6° L’activité de lacide glutamique est faible ou nulle pour des 
tensions de CO, égales ou inférieures 4 6 x 10—*. 

7° Dans les cultures privées de CO, le taux de croissance subit 
des diminutions brusques et successives. 

8° Le CO, est indispensable a la croissance des microorga- 
nismes parce que la synthése de certains métabolites essentiels 
ne peut étre réalisée que par carboxylation. Les diacides en C, 
et en C,; sont parmi ces métabolites essentiels « hétérocar- 
boxyhques ». 

9° Il existe sans doute d’autres métabolites essentiels hétéro- 
carboxyliques. Certains d’entre eux au moins paraissent, étre pré- 
sents dans l’extrait de levure, la peptone et la caséine hydrolysée. 
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RELATIONS ENTRE LE POUVOIR DE SYNTHETISER 
LA PROLINE ET LA RESISTANCE AU BACTERIOPHAGE 
CHEZ DES MUTANTS D’ESCHERICHIA COLI. . 


par Erte WOLLMAN. 


(Service de Physiologie microbienne de l'Institut Pasteur.) 


L’apparition de cultures secondaires a la lyse bactériophagique 
est un phénoméne d’observation courante. Les bactéries qui se 
développent aprés action d’un bactériophage donné sont résis- 
tantes a ce bactériophage et conservent en général leur résistance 
pendant de nombreuses générations. Les termes de « variantes » 
ou de « mutants » ont été employés 4 leur endroit par les pre- 
miers expérimentateurs [4]. Mais la notion méme de mutation 
bactérienne est demeurée longtemps imprécise. Déja F. M. Bur- 
net [2], cependant, considérait les formes résistantes comme résul- 
tant de la sélection par le bactériophage de mutants spontanés. 
Dans le cas étudié par Luria et Delbriick [8], l’analyse quantita- 
tive du phénoméne a montré qu'il s’agit effectivement d’une 
sélection de mutants spontanés apparus antérieurement 4 l’action 
du principe lysogéne. Il semble que cette conclusion puisse étre 
généralisée. Les bactéries résistantes au bactériophage consti- 
tuent par conséquent un matériel particuliérement commode pour 
étude des mutations bactériennes. 

On sait que ces formes résistantes, si elles ne différent sou- 
vent de la souche origine que par leur seule résistance au bacté- 
riophage mis en ceuvre, peuvent également s’en distinguer par 
d’autres caractéres (aspect des colonies, propriétés antigéniques, 
exigences alimentaires). D’autre part, l’action d’un méme bacté- 
riophage sur une souche déterminée peut donner lieu a l’appa- 
rition de mutants différents les uns des autres (Burnet [2], 
Anderson [4], Demerec et Fano [5]. L’isolement de mutants dont 
les différences avec la souche origine portent sur plusieurs 
caractéres offre un intérét évident aussi bien pour |’analyse quan- 
titative des mutations bactériennes [6] que pour la compréhen- 
sion de leur mécanisme méme. Déja E. H. Anderson, étudiant 
des mutants d’Escherichia coli résistants 4 un ou plusieurs bac- 
tériophages, a trouvé, sur 57 souches essayées, 28 souches inca- 
pables de se développer dans un milieu synthétique simple dans 
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Jequel la souche originale se développait parfaitement. Anderson 
n’a cependant pas pu identifier la ou Jes substances indispen- 
sables a ces souches (1). 

Au cours d’essais analogues, J. Monod a isolé dans des condi- 
tions qui seront décrites plus loin, une souche résistante au bac- 
tériophage, incapable de se développer dans le milieu synthétique 
décrit ci-dessous. J’ai isolé un autre mutant ayant également 
besoin d’un facteur de croissance. L’étude de ces deux mutants 
constitue l’objet de ce travail. 


1° Minieux. — On sait qu’Escherichia coli se développe dans 
un milieu synthétique simple non additionné de facteurs de crois- 
sance. Le milieu employé (7), milieu MS, a la composition sui- 
vante : 
Nila aera ee eres erie BI AEE 
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Ce milieu a un pH voisin de 7. 

Le milieu est réparti en tubes de 5 cm* et stérilisé pendant 
vingt minutes 4 115°. On ajoute 4 chacun des tubes I goutte 
d’une solution de glucose a 20 p. 100 (concentration dans le tube 
de culture : 2 p. 1.000 environ). ; 

Pour les essais sur milieu synthétique solide (milieu GS) il 
est incorporé au milieu précédent 25 ¢. de gélose par litre. On 
ajoute le glucose avant de répartir en boites de Petri de facon 
a obtenir une concentration d’environ 10 p. 1.000. 


2° Soucnes. — a) La souche employée est un Escherichia coli 
typique (souche « Bordet » du service du bactériophage de |’Ins- 
titut Pasteur). Cette souche donne en bouillon une culture abon- 
dante et homogéne. Elle se développe réguliérement en milieu 
synthétique en seize heures 4 37°. Sur gélose ordinaire, elle pro- 
duit des colonies convexes de 1/2 cm. de diamétre environ, a bords 
irréguliers et a surface légérement rugueuse (fig. 1). Les sus- 
pensions en eau physiologique ne sont pas agglutinées. 

b) Les bactériophages ont été isolés d’un mélange du commerce 
(« bacté-coli-phage » Robert et Carriére) de la maniére suivante : 
on ajoute du stock-phage 4 une suspension légére, en bouillon, 
d’une culture jeune de la bactérie étudiée. Aprés lyse de cefte 


(1) Depuis la publication de ce travail, ANDERSON a pu montrer que 
le facteur de croissance indispensable A ces souches était le trypto- 


phanne. 
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suspension on filtre et un mélange du filtrat (a différentes dilu- 

tions) et d’une suspension riche de la bactérie est étalé sur la 

surface de la gélose (a 15 p. 1.000) d’une boite de Petri. Par 

isolement d’une plage, enrichissements et réisolements successifs, 

on obtient un bactériophage que l’on peut considérer comme pur. 
3° TECHNIQUES. 

a) L’isolement de mutants résistants a été fait aprés lyse bactério- 
phagique de la souche origine en milieu liquide ou sur milieu solide. 
Dans les 2 cas, on a employé un grand excés de bactériophage afin 
d’obtenir une lyse aussi compléte que possible. 

Lorsqu’une culture secondaire apparait en bouillon elle est réense- 
mencée en bouillon, puis étalée sur gélose ordinaire. Sur milieu 
solide les colonies secondaires résistantes apparaissent, isolées, aprés 
la lyse de la culture étalée. 

Dans les 2 cas on préléve un certain nombre des différentes variétés 
de colonies apparues et on les- ensemence en bouillon. On vérifie la 
résistance de ces souches au bactériophage utilisé, tant en milieu 
liquide que sur milieu solide. 

b) Recherche des souches déficientes : I goutte de culture en bouillon 
de chacune des souches résistantes est ensemencée en milieu MS. Si 
ce premier passage donne lieu a une culture on pratique un nouveau 
repiquage. Une souche qui, dans ces conditions, ne se développe pas 
en milieu synthétique, est considérée comme déficiente. 


Il; — RESULTATS. 


A. — Les mutants déficients. 


1° Isorement. — Le premier mutant (P:) a été obtenu dans les 
conditions suivantes : un bactériophage isolé sur E. coli souche H 
des collections de |’Institut Pasteur, était également actif sur 2. coli 
souche « Bordet ». Aprés lyse compléte de celle-ci, en milieu 
liquide, une culture secondaire apparut aprés cing jours a 37°. 
L’étalement sur bouillon gélosé révéla la présence de deux types 
de colonies. Une souche fut isolée A partir d’une colonie de 
chaque type. L’une de ces souches se développait normalement 
en MS, l’autre ne s’y développait pas. Des essais ultérieurs 
institués avec le bactériophage précédent, ou avec un autre bac- 
tériophage isolé directement sur la souche Bordet (oB) ne per- 
mirent pas de retrouver ce mutant. On obtenait le plus souvent 
une culture secondaire précoce d’un mutant B,, résistant a ob, 
mais se développant en milieu MS. I] pouvait sembler que l’appa- 
rition de ce mutant précoce masquait celle du mutant tardif. Un 
bactériophage actif sur B, (désigné par oB,) fut isolé et l’on 
essaya l’action simultanée, sur la souche « Bordet », des deux 
bactériophages ¢B et oBr. 


/ 
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Au cours de ]’un de ces essais sur milieu solide, 5 colonies 
furent prélevées deux jours aprés |’étalement. Ces colonies ne se 
distinguaient. pas morphologiquement des colonies de la souche 
origine. Trois des souches ainsi obltenues se révélérent inca- 
pables de se développer en milieu synthétique. Elles se compor- 


terent par la suite d’une maniére identique. Le nouveau mutant 
déficient sera désigné par Pu. 


2° CARACTERES DES MUTANTS. — Comme la souche d’origine, ils 
présentent les caractéres habituels d’E. coli : bactéries mobiles, 
Gram —, fermentant le glucose et le lactose, produisant du gaz 


Fie. 4. Fic. 2. Fic. 3. 


et de l’indol. P,, ne différe de la souche « Bordet » que par sa 
résistance aux bactériophages 9B et Br et son incapacité 4 se 
développer en milieu synthétique (fig. 2). P:, par contre, pré- 
senle des caractéres distinctifs plus accusés: il se développe 
lentement en bouillon et sa culture, trés pauvre, s’agglutine en 
grumeaux au fond du tube; ses suspensions en eau physiolo- 
gique sont rapidement agglutinées. Enfin il présente sur gélose | 
des colonies caractéristiques : elles sont arrondies, aplaties et 
entourées d’une auréole (fig. 3). 


3° EruDE PHYSIOLOGIQUE DES MUTANTS. — Les mutants P, et Pu 
sont l’un et l’autre incapables de se développer en milieu syn- 
thétique. L’addition de bouillon, d’extrait de levure,. d’hydro- 
lysat de caséine (2) & la concentration 10-* permet leur crois- 


(2) Ashe Laboratories. 
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sance. L’addition d’I goutte d’un mélange d’acides aminés_ (8) 
permet également leur développement. Lorsque les acides aminés 
sont essayés séparément, a la concentration 10—°, seule la pro- 
line sous forme de ]- ou de dl-proline est active pour ]’un comme 
pour l’autre mutant (tableau I). Une culture se développe alors 
en vingt-quatre heures. Aucun autre acide aminé, aucune. vita- 
mine (4) n’ont manifesté la moindre activité. 

La proline utilisée (produit Roche) est active 4 des concentra- 
tions relativement élevées (tableau II), plus élevées pour la 
dl-proline gue pour la I-proline qui est vraisemblablement seule 
ulilisée. A une concentration M.10—* elle provoque encore une 
culture légére. 

Lorsque dans le milieu synthétique on supprime soil le glucose 


TasLeau I. — Essais de différents acides aminés sur P: et Pu. 


ACIDES AMINES 
concentration 10 —2 


grammes par litre 


Témoin 


d-alanine 
Acide aspartique .... 


Acide d-glutamique. . . 
dl-leucine 

d-isoleucine 

dl-valine 


coff-eceso 
tetectlte 
coccocosd 
ococooooec]o 
ocoooooce 
Me) (— NK) I) 


dl-phénylalanine .... 
l-tryptophanne 


ccitititite 
H+++le 
aes 
geese: 
SASS 


(source de carbone), soit le NH,Cl (source d’azote), soit a la fois 
le glucose et le NH,Cl, il faut ajouter des quantités de proline 


(3) Mélange contenant les acides aminés suivants, chacun Aa- la 
concentration de 0,5 p. 1.000 : glycocolle, d-alanine, acide aspar- 
tique, acide d-glutamique HCl, dl-leucine, d-isoleucine, dl-valine, dl-pro- 
line, dl-sérine, arginine HCl, dl-histidine, l-tryptophanne, dl-lysine, 
dl-méthionine, dl-phénylalanine. 

(4) Vitamines B,, B,, acide pantothénique, amide nicotinique, acide 
para-amino-benzoique. 


i 
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Tasieau II]. — Utilisation de la I et de la dl-proline 
en vingt-quatre heures. 


CONCENTRATION 


l-proline di-proline l-proline dl-proline 


4 
BLE HHI+ 


beaucoup plus élevées pour qu'une culture se développe. La pro- 
line mintervient donc pas comme source de carbone ni comme 
source d’azote, dans les conditions habituelles de nos expériences, 
mais comme facteur de croissance (tableau III). 


TasLeav II]. — Utilisation de la J-proline comme facteur de crois- 
sance, comme source dé C, comme source de N et comme source 
ala fois de N et de C. Encemencement a partir d'une culture de 
P* en milieu synthétique sans N ni C, autre que /-proline M.10 —3 
Culture en quarante-huit heures. 


CONCENTRATION GLUCOSE + | GLUCOSE + | GLUCOSRE = 0| GLUCOSE =0 
l-proline NB,Cl + NH,Cl = 0 NH,Cl + NH,Cl = 0 


M.40 —6 
M.40 —4 
M.10—8 
| M.410 —2 


Ht + H+ 
HII © 


A la suite des travaux de Knight et de Lwoff en particulier, on 
admet actuellement qu’un organisme incapable de se développer 
en l’absence d’un facteur de croissance a perdu le pouvoir d’en 
faire la synthése. La souche de coli Bordet origine, qui se déve- 
loppe dans le milieu MS posséde vraisemblablement la faculté 
d’etfectuer la synthése de la proline — métabolite essentiel — 
faculté que les mutants résistants P: et Pu ont perdue. 


B. — La mutation proline +. 


Les mutants P; et Pu se développent en vingt-quatre heures a 
37°, en milieu synthétique additionné de proline. Jamais, dans les 
conditions de nos expériences, les tubes témoins, non additionnés | 
de proline, ne montrent 4 ce moment la moindre trace de culture. 
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Si ces tubes sont laissés a l’étuve, il n’est cependant pas rare de 
voir apparaitre une culture dans un certain nombre d’entre eux 
aprés quatre ou cing jours. Cette culture ensemencée en milieu MS 
sans proline se développe immédiatement et peut étre indéfiniment 
entretenue en milieu synthétique sans proline. Une telle souche 
a, selon toute probabilité, acquis le pouvoir de réaliser la synthése 
de cet acide aminé. 

Des expériences ont été instituées afin d’établir s’il s’agit d’une 
adaptation ou d’une mutation. . 


1° ExprRIENCES EN MILIEU LIQUIDE. — Un certain nombre de 
tubes de milieu synthétique sont ensemencés avec I goutte d’une 
culture en milieu MS additionné de proline (concentration M.10—*) 
de l’un des mutants P, ou P,;. Dans le tube témoin, contenant de 
la proline, une culture apparait dans les vingt-quatre heures. 
Aucune culture ne se développe dans les autres tubes pendant les 
trois premiers jours. Entre le quatriéme et le sixiéme jour un 
développement bactérien se produit dans un certain nombre d’entre 
eux (tableau IV). L’examen des autres tubes ne révéle aucune 
culture. Ils renferment cependant des bactéries vivantes ; en effet, 
Vaddition de proline, huit jours aprés l’ensemencement, a la 
moilié de ces tubes, fera apparaitre une culture en vingt-quatre 
heures ; autre moitié qui n’a pas recu de proline, ne montre 
pas de développement bactérien. 

Le nombre des tubes ot la culture apparait spontanément en 
Vabsence de proline est fonction de la richesse de l’ensemen- 
cement. Le phénoméne est indépendant du milieu (bouillon ou 
milieu MS + proline) dans lequel la souche utilisée a été anté- 
rieurement entretenue. I] se produit de la méme maniére si les 
bactéries ont été préalablement lavées (trois centrifugations et 
remise en suspension dans le milieu synthétique). 

D’autre part, une souche devenue capable de se développer 
en l’absence de proline et qui a subi 10 passages en milieu MS 
est ensuite cultivée en bouillon ou en milieu MS + proline pen- 
dant 10 passages. Elle conserve le pouvoir de se développer 
d’emblée en milieu MS. 

Ces faits ne paraissent pas compatibles avec l’hypothése d’une 
adaptation. 


2° EXPERIENCES SUR MILIEU SOLIDE. — Une culture de P, ou 
de P,, est étalée 4 dilution convenable sur des boites de milieu GS 
additionné de proline M.10—?. Aprés quarante-huit heures d’étuve 
a 37° apparaissent de petites colonies de 1 A 2 mm. de diamétre. 
convexes, colorées en jaune, de surface irréguliére, toutes sem- 
blables entre elles et semblables aussi aux colonies de la souche 
correspondante sur gélose ordinaire. 


I 
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La méme culture est ensemencée sur milieu GS sans ese 

1 s 

Apres quarante-huit heures on n’observe que de agvevciry ese 
aplaties, étalées, mal limitées, incolores et translucides. Les 


Fie. 4. i Fie. 5, 
Fic. 4. — Colonie de la forme Pr- mutant 4 la forme Prt. 
Fic. 5. — Colonie de la forme Pu- mutant a la forme Py;+. 


A gauche une colonie — typique. 


Fic. 6. — Grosse colonie P;— présentant de nombreux bourgeons opaques. 


boites sont laissées 4 I’étuve. Dans celles qui ont été ensemencées 
avec un petit nombre de germes (de 10 A 100) les colonies conti- 
nuent a se développer tout en demeurant irréguliéres, aplaties 
et hyalines. Le quatriéme ou le cinquiéme jour apparait dans 
certaines colonies, généralement en leur centre, un bourgeon 
opaque et arrondi (fig. 4 et 5). Les jours suivants, ces bourgeons 
s’accroissent et le nombre de colonies bourgeonnantes augmente, 


nas 
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Certaines colonies, particuli¢rement étendues, donneront nais- 
sance 4 plusieurs bourgeons (fig. 6). 

Si l’on préléve un de ces bourgeons, il donnera généralement 
d’emblée, en milieu MS non additicnné de proline, une culture 
qui pourra étre indéfiniment entretenue en ce milieu. Cette sus- 
pension, étalée sur milieu GS, donnera un mélange de colonies 
plates et hyalines (colonies —) et de colonies convexes et colorées 
(colonies +). Sur milieu GS additionné de proline toutes les 
colonies seront de grosses colonies ayant. l’aspect des colonies +. 

Les colonies aplaties et translucides représentent évidemment 
la forme preline — (P:~ et Pu—), les bourgeons opaques la muta- 
tion proline +, capable de se développer en l’absence de 
proline. 


3° IsoLEMENT DE LA FORME PROLINE +. —- L’isolement de 
souches P,+ et P,,+ stables s’avére cependant extrémement dif- 
ficile. Leur sélection a été tentée en milieu synthétique liquide et 
sur milieu synthétique solide. 

a) Sélection en milieu liquide. — Soit un tube de milieu MS 
sans proline ensemencé avec l’une des souches P; ouPy~ et ot 
une culture est apparue en quatre ou cing jours. On fait subir a 
cette souche, qui se comporte comme une souche P+, une vingtaine 
de passages successifs en milieu MS. Des étalements sur milieu 
GS sont pratiqués aprés 5, 10, 15 et 20 passages. Chacun de ces 
étalements montre une distribution 4 peu prés constante de colo- 
nies + et de colonies —, mais surtout une proportion trés élevée 
de colonies bourgeonnantes. L’ apparition des bourgeons est plus 
précoce (quarante-huit heures) qu’avec une souche P—. D’autre 
part, les colonies d’aspect + présentent un grand _ polymor- 
phisme (fig. 7). Ainsi, aprés 20 passages la culture semble cons- 
tituée d’un mélange de formes + et de formes —. 

b) Sélection sur milieu solide. — Un bourgeon est prélevé, mis 
en suspension eu milieu MS, et cette suspension est étalée a dilu- 
tion convenable sur la surface de boites de milieu GS. Les boites 
sont placées a ]’étuve a 37°. Quarante-huit heures aprés, l’examen 
de ces boites offre un aspect identique a celui qui a été décrit 
ci-dessus : on se trouve en présence d’un mélange de colonies —, 
de colonies bourgeonnantes et de colonies +. Plusieurs préléve- 
ments successifs de colonies d’aspect + ou de bourgeons donne- 
ront généralement le méme résultat. Le prélévement de colonies 
d’aspect — pourra également donner lieu a une culture en milieu 
MS et au mélange de colonies —, de colonies bourgeonnantes et 
de colonies + sur milieu GS. 

Il semble, par conséquent, qu’on se trouve en présence de 
formes instables. I] a cependant été possible, en procédant comme 
il vient d’étre dit (4 4 5 isolements successifs), d’obtenir des 
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souches P,+.et Pi:+ qui, par étalement sur milieu GS, forment 
uniquement des colonies + caractéristiques (fig. 8). 


4° CARACTERES DES soucHES P+. — La stabilité de ces souches + 
a été vérifiée dans les conditions suivantes : on fait subir 4 chacune 
d’elles une dizaine de passages en bouillon t en milieu MS addi- 
tionné de proline. Un ensemencement en milieu MS sans proline 
donne lieu d’emblée a une culture. L’étalement sur milieu GS 
fournit des colonies toutes +. 


Les souches P+ ne représentent cependant pas une simple 


Fic. 7 Fic. 8. 


Fic. 7. — Souche Pn- ayant muté a la forme P 4, c’est-a-dire capable de se 
développer en milieu MS sans proline. Etalement sur milieu GS du 23° pas- 
sage en milieu MS sans proline; a) colonie— bourgeonnante; 6) colonie 
apparemment + mais de forme aberrante. 

Fic. 8. — Colonies, sur milieu GS, de la souche Prt stable. 


réversion vers la souche Bordet origine. Comme celle-ci,elles se 
développent en absence de proline, mais elles ressemblent étroi- 
tement par leurs caractéres de culture, par l’aspect de leurs colo- 
nies aux souches P— dont elles dérivent. Nous allons voir qu’elles 
ont également conservé leurs caractéres de résistance aux bacté- 
riophages. 


C. — Comportement vis-d-vis des bactériophages. 


Les bactériophages ont été utilisés au cours de ce travail : 


1° Pour sélectionner des mutants physiologiquement déficients ; 
2° Pour caractériser ces mutants par leur résistance ou leur 
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sensibilité a tel ou tel bactériophage. Cette étude, qui ne consti- 
tuait pas Pobjet méme de ce travail n’a été qu’ébauchée. 

Seront a considérer : la souche origine d’E. coli Bordet, le 
mutant précoce B, les mutants déficients P: et Pn et leurs 
formes +. Des bactériophages ont été sélectionnés sur chacune 
de ces souches et dénommés 9B, ¢By, g: et gu. Les trois premiers 
ont été isolés, comme il a été indiqué par action d’un stock-phage 
commercial sur la souche homologue. L’origine de gx est un peu 
différente. 


TasLeau V. — Action des bactériophages. 
B Br Pre Pr+ Ryo Prur+ 
OMB teeth ate. wai is a 4 + 0 0 0 0 0 
OIBrR Mins. al + + 0 0 0 3 
OMe oe Ate icone ae 0 a ae + et 
DN ee) ta) 4s ga ete) 's + 0 0 0 + ae 


, Sensibilité; 0, résistance. 


1 
The 


fl a été mentionné que chaque mutant est et demeure résistant 
au bactériophage qui a permis son isolement. B; et P,; sont résis- 
tants 4 oB. Cependant, si Pn est bien résistant 4 9B, il s’est montré 
partiellement sensible 4 9B. Des étalements comparés de 9B avec 
B etPn montraient que sur plus de 10.000 corpuscules actifs sur B 
un seul lysait le mutant Pi,. C’est a partir de l’une des plages 
ainsi obtenues que on a été isolé. Ce bactériophage lyse avec la 
méme intensité B et Pu. Il représente vraisemblablement un mutant 
spontané de gB. 

P, et Px sont par conséquent résistants aux bactériophages qui 
ont permis leur isolement. Il a été également vérifié que ces 
souches ne sont pas lysogénes pour la souche B origine. 

L’action des bactériophages ainsi définis, sur les différentes 
souches étudiées, est résumée dans le tableau V. On voit que les 
formes P+ se comportent comme les formes P— dont elles pro- 
viennent et dont elles ne semblent différer que par la réacquisition 
du pouvoir d’effectuer la synthése de la proline. Peut-étre une 
samme plus étendue de bactériophages permettrait-elle de distin- 
csuer les forme + et —. C’est ce que nous nous proposons de 
vérifier ultérieurement. I] apparait nettement, en tous cas, que 
les formes P+ ne représentent pas une réversion des formes P— 
vers la souche origine. 

Discussion. 


PouvoIR DE SYNTHESE ET RESISTANCE AU BACTERIOPHAGE. — On 
sait que les exigences alimentaires des souches bactériennes sont 
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susceptibles de présenter certaines variations. Dans les cas encore 
rares ot! le mécanisme de telles variations a été étudié avec pre- 
cision, il est apparu qu’elles étaient liées 4 des mutations spon- 
tanées (Roepke, Libby et Small [8]; Monod [9]. 

Anderson a isolé, par action d’un ou de plusieurs bactério- 
phages, 57 souches résistantes dont 28 étaient physiologiquement 
déficientes. Depuis V’isolement du mutant Px (3 colonies défi- 
cientes sur 5 prélevées), j’ai isolé d’autres mutants résistants 
déficients, en particulier trois types différents de colonies a partir 
d’une culture secondaire tardive résistante 4 Bg; ces trois mutants 
ne se développent en milieu MS qu’aprés addition de trypto- 
phanne. 

Quoiqu’il soit difficile d’évaluer la proportion d’individus défi- 
cients existants dans une culture normale d’E. coli on peut s’en 
faire une idée d’aprés le travail de Roepke, Libby et Small qui, 
sur prés de 2.000 colonies n’en ont trouvé que 6 incapables de se 
développer en milieu synthétique. De tels mutants sont en propor- 
tion beaucoup plus élevée parmi les souches résistantes au bac- 
tériophage. I] est difficile d’admettre que cette conjonction de 
caractéres soit due aA une sommation au hasard de variations 
indépendanles. I] semble au contraire exister une corrélation entre 
la résistance au bactériophage et la perte d’un pouvoir de syn- 
thése. Une preuve de plus en est fournmie par les exemples qui 
viennent d’étre rapportés : deux mutants différents, résistants 
aux mémes bactériophages (9B et oB,) ont tous deux perdu le 
pouvoir de faire la synthése de la proline ; trois mutants diffé- 
rents, résistants 4 9B, sont tous trois incapables de synthétiser 
le tryptophanne. 

Dans le cas des mutants Py~ et Pu— de la souche Bordet, il n’y 
a pas cependant de lien nécessaire entre la résistance a tels bacté- 
riophages et la perte du pouvoir de synthése de la proline. D’une 
part, de nombreux mutants résistants se développent en |’absence 
de proline. D’autre part les mutants P— sont capables de donner 
des mutants P+ qui, s’ils ont acquis le pouvoir de se passer de 
proline n’en conservent pas moins leur résistance (il en est de 
méme pour les mutants tryptophanne). Ceci ne signifie pourtant 
pas que, dans le cas des mutants étudiés, on puisse considérer 
la perte du pouvoir de synthése d’un acide aminé et celle de la 
sensibilité au bactériophage comme dues a des mutations indé- 
pendantes. La probabilité de trouver ces deux caractéres réunis 
devrait étre extraordinairement faible. 

On admet généralement que toute synthése se fait suivant une 
chaine de réactions se trouvant sous la dépendance d’enzymes 
spécifiques. Chacun des produits intermédiaires formé est un pré- 
curseur du produit final. On congoit dans ces conditions que toute 
interruption, tout blocage de Pune de ces réactions entraine la 
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perte du pouvoir de synthése du métabolite considéré. Dans le 
cas des mutants P; et Pu il n’a pas été possible de mettre en évi- 
dence le précurseur hypothétique de la proline. Les quelques 
produits acycliques essayés (acides valérianique, glutarique, glu- 
tamique, 4 la concentration de 10-‘, arginine, ornithine a la 
concentration de 10—*) se sont tous montrés incapables de rem- 
placer la proline. 

A la suite,en particulier, des travaux de Beadle et Tatum, on 
considére que chaque enzyme spécifique est contrélé par un géne 
qui peut exister a l'état actif ou A I’état inactif. Beadle et 
Tatum [40] ont pu ainsi rendre compte des diverses mutations 
biochimiques observées par eux chez Neurospora. C’est a |’aide 
d’un schéma basé sur ces hypothéses qu’Anderson a pu expliquer 
ses résultats ainsi que les résultats obtenus par Demerec et Fano. 


Wei Prt "5 


we 3 
gre: YB 


coon 


Fic. 9. 


Un tel schéma (fig. 9) donnerait également une interprétation 
satisfaisante des faits rapportés dans la premiére partie de ce 
travail, c’est-a-dire de Papparition des mutants P, et Pi. 

Une mutation portant sur le géne y provoque |l’apparition de 
mutants résistants 4 la fois 4 gB et A 9B, mais capables de se 
développer sans addition de proline au milieu MS (deux colonies 
sur cing prélevées). 

La mutation 6 bloque la formation du précurseur commun qui 
commande la sensibilité aux phages oB et 9B, en méme temps 
que la synthése de la proline. Le mutant qui en résulte (Pu) 
est sensible aux phages gn et 9: et posséde les caractéres 
d’une souche S. 

Si la mutation porte sur le géne a, c’est le mutant Pr~ qui 
apparait, résistant 4 9B, a 9Br et a gu mais encore sensible a 41. 
Ce mutant a, de plus, les caractéres d’une souche R. Un tel 
schéma qui permet d’expliquer des pertes de fonction de plus en 
plus nombreuses n’est cependant plus appliquable lorsqu’on se 
trouve en présence d’une restitution de fonction comme c’est le 
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cas des mutants Py~ et Pu qui ont retrouvé le pouvoir de synthé- 
tiser la proline mais ont conservé leurs caractéres de résistance 
au bactériophage. Il faudrait admettre la mutation simultanée de 
deux génes ce qui est hautement improbable. Mais on peut envi- 
sager Vhypothése selon laquelle la synthése de la proline peut, 
dans ce cas, s’effectuer par une autre voie (JK). Il n’est pas 
possible non plus, A moins de faire une hypothése supplémentaire, 
d’inclure dans le schéma ci-dessus le mutant Bi, proline +, sen- 
sible A ¢B, mais résistant aux trois autres phages. 

On voit qu’il est difficile dans |’état acluel de nos connais- 
sances, d’expliquer les divers phénoménes observés par la muta- 
tion d’un seul géne de état actif a état inactif. Quoi quil en 
soit, le passage de l’état de sensibilité a l’état de résistance au 
bactériophage correspond, dans certains cas, a un changement 
profond dans le métabolisme des bactéries. Déja Burnet a montré 
les relations étroites existant entre la structure antigénique des 
Salmonella et leur sensibilité au bactériophage. Les résultats 
d’Anderson comme ceux qui sont rapportés dans ce travail ¢éta- 
blissent le lien évident qui relie l’élaboration des substances res- 
ponsables de la lyso-sensibilité et la synthése de certains acides 
aminés. 


RasuMeE. 


1° Deux mutants différents, P;- et Pu ont été isolés 4 partir 
d’une méme souche d’Escherichia coli qui, outre leur résisfance 
au bactériophage, se distinguent de la souche origine par leur 
incapacité a se développer dans un milieu synthétique non addi- 
tionné de facteur de croissance. 

2° Ces deux mutants ne se développent en milieu synthétique 
qu’en présence d’un acide aminé, la proline. 

3° P;- et Py 7 peuvent donner naissance, par mutation spon- 
tanée, a des souches se développant en l’absence de proline, 
apparemment capables, par conséquent, d’en faire la synthése. 

4° Les mutants secondaires, P,;- et Pu sont identiques aux 
formes P,- et Pn— par leurs caractéres de résistance ou de 
sensibilité aux bactériophages étudiés. Ils différent au contraire 
de la souche originale (B) 4 ce point de vue ainsi que par leurs 
caractéres de culture. Les mutations P;— --> P,- et Px-—>Pn— ne 
constituent done pas une réversion. 

5° Parmi les formes P+, les uns paraissent instables, les autres 
sont stables. 

6° La relation existant entre résistance au bactériophage et 
perte d’un pouvoir de synthése est discutée. 

Je suis heureux de remercier MM. A. Lwoff et J. Monod qui 
ont suivi le développement de mon travai et ne m’ont pas ménagé 
leurs conseils. 
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MISE EN EVIDENCE OU B. DE MORGAN 
DANS LES EAUX SAUMATRES. 
(ORIGINE HYDRIQUE POSSIBLE 

DES CONTAMINATIONS HUMAINES) 


par René BUTTIAUX et Jzanninzs MIEGE 


(Institut Pasteur de Lille. Laboratoire d’hygiéne expérimentale.) 


Morgan [4] a décrit en 1906-1907 un bacille intestinal qui porte 
son nom.:Ce microbe a été désigné sous le nom de B. de Mor- 
gan n° 1. L’auteur a décrit ultérieurement des germes qui se rap- 
prochaient du type initial et les a désignés sous des numéros 
différents. On sait actuellement que le B. de Morgan n° 1 est 
le seul qui réponde a une entité bactériologique précise. Les 
autres, sont des germes de transition entre différents groupes 
de bacilles Gram négatif. 

Le bacille de Morgan n° 1 a été classé successivement parmi 
les Para-dysentériques puis parmi les Salmonelle. En réalité 
aucun de ses caractéres ne permettait d’adopter cette classifi- 
cation. Rauss [2] en 1936 a mis nettement en évidence 1’étroite 
parenté qui existait entre le B. de Morgan n° 1 et le B. proteus 
et du point de vue des cultures et du point de vue antigénique. 
L’un d’entre nous en collaboration avec Sévin [8], a confirmé 
complétement cette fagon de voir. Il est convenu maintenant de 
désigner le B. de Morgan n°1 sous 1|’étiquette de Proteus mor- 
gant. 

1. Rappelons briévement les caractéres biologiques de ce mi- 
crobe : c’est un bacille Gram négatif, mobile, mais plus ou moins, 
cilié. Il ne fermente pas le lactose, la mannite, le maltose, le sac- 
charose, le xylose. I] fermente toujours le glucose avec produc- 
tion de trés peu de gaz. IJ fermente assez souvent le lévulose 
et le galactose avec trés peu de gaz ou sans gaz. Certaines 
souches d’ailleurs, aux premiers passages, fermentent le glucose 
sans gaz. Il réduit le rouge neutre faiblement. Il ne liquéfie 
jamais la gélatine. Il ne coagule pas Je lait. Il produit toujours 
un peu d’H?S. Parfois, cependant la production de ce gaz est 
abondante. Il est toujours trés indologéne. Rauss a mis en évi- 
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dence un caractére fondamental du B. de Morgan. Ensemencé 
sur gélose a 1 p. 100 a température minima de 20° et maxima 
de 30°, optima de 23 a 25°, il produit un « film », c’est-a-dire 
une culture envahissante analogue a celle du B. proteus. Nous 
avons décrit par ailleurs les particularités de la culture effectuée 
dans ces conditions. 

Il existe des relations antigéniques nettes, entre le B. proteus 
et le B. de Morgan qui posséde des récepteurs O spécifiques du 
type et des récepteurs H spécifiques du groupe. Les diverses 
souches de B. de Morgan cultivées sur gélose molle montrent une 
communauté d’antigéenes plus étendue que lorsqu’elles se déve- 
loppent sur gélose a 3 p. 100. 

L’action pathogéne du B. de Morgan est a notre avis, certaine. 
Les auteurs anglo-saxons se rangent généralement a cette opi- 
nion. Nous l’avons trouvé responsable de petites épidémies de 
syndromes dysentériformes aigus. Nous l’avons isolé a l’état 
pur, dans une cholécystite aigué, dans des pyuries, dans un abcés 
mésentérique. Nous ne reviendrons pas, ici, sur les travaux des 
auteurs frangais et étrangers qui l’ont trouvé dans de nombreuses 
et parfois importantes épidémies d’infections intestinales. L’ori- 
gine des contaminations humaines a été jusqu’ici ou peu précisée 
ou inconnue. 


Recherches personnelles. 


Nous avons eu l’occasion au cours de l’analyse bactériologique 
des eaux superficielles de Ja nappe d’inondation de la région de 
Dunkerque, de trouver ce B. de Morgan, en abondance dans ces 
eaux. C’est sur ce point épidémiologique nouveau que nous vou- 
lons insister ici. 

Il est, au préalable, nécessaire d’exposer nos techniques de 
recherche des germes pathogénes dans les eaux. Elles sont em- 
pruntées A certaines pratiques frangaises et & d’autres, d'origine 
étrangeére. 


I. Recherche des germes pathogénes dans l’eau. — La recherche des 
germes pathogénes dans l’eau, rencontre deux difficultés essentielles : 
le petit nombre de ces microbes en circulation et l’envahissement des 
milieux. de culture par les saprophytes toujours beaucoup plus abon- 
dants. 

Il est donc nécessaire : 

1° De concentrer tous les microbes d’une assez grande quantité 
aan ; A = ° . 

2° De s’adresser A des milieux de culture électifs qui favorisent le 
développement de telles ou telles espéces recherchées de pathogénes 
et bloquent en méme temps celui des saprophytes et en particulier 
du B. coli. 
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1° Coxcenrration. — Nous employons la technique au lait 
dalumine de [4] Diénert qui nous donne de bons résultats. 


Nous prenons 100 ou 200 cm* d’eau a analyser. Nous y ajoutons 
2 p. 100 d’un lait d’alumine stérile. Nous agitons 4 plusieurs reprises 
de facon & obtenir une fine émulsion et laissons reposer 4 la glaciere 
durant dix A douze heures. En évitant toute manceuvre brusque qu! 
remettrait en suspension le dépét d’alumine qui s’est formé a ce 
moment, nous décantons le liquide surnageant au moyen d’une trompe 
a vide. Nous recueillons le dép6t dans un tube a centrifuger et centri- 
fugeons dix minutes A 2.000 tours. Le culot assez compact peut alors 
étre ensemencé. Il contient la presque totalité des microbes des 100 
ou 200 cm® d’eau prélevée au départ. 


2° Mitieux DE CULTURE ELEcTIFs. — Le dépdt est ensemenceé 
sur les milieux suivants : 


a) Gélose lactosée, saccharosée a l’éosine et bleu de méthyléne (modi- 
fication de la gélose de Teague-Lewine [5] qui permet de mettre en 
évidence : les colonies ne fermentant ni le lactose, ni le saccharose, 
et qui sont incolores ; les colonies de B. coli communis, a gros centre 
bleu et petite collerette rosée ; les colonies de B. aerobacter a petit 
centre bleu et grosse collerette muqueuse rosée). Ce milieu n’a pas 
d’effet inhibiteur sur le B. coli, mais le contraste entre les diverses 
variétés de colonies est si net qu’il permet un isolement facile. Il a 
par ailleurs l’avantage de mettre en évidence les proportions relatives 
de B. coli communis et de B. aerobacter que contient l’eau examinée. 

b) Milieu au désoxycholate-citrate-lactose, de Leifson, modifié par 
Hynes [6] qui a un effet de blocage trés important pour les B. coli 
et fournit une culture abondante de B. dysentériques ou para-dysenté- 
riques. Il est moins favorable au développement des Salmonelle. Le 
B. coli donne des colonies rouge-framboise ; le B. de Shiga, le B. de 
Flexner, des colonies incolores ; le B. de Sonne, des colonies 4 peine 
rosées ; les Salmonella, des colonies incolores avec, au bout de qua- 
rante-huit heures ou soixante-douze heures d’étuve 4 37°, uu_ petit 
point central un peu gris-noir. Le B. proteus donne des colonies non 
envahissantes 4 périphérie blanche et centre noir foncé. L’emploi de 
ce milieu au désoxycholate nous a permis d’isoler un B. de Flexner 
dans une eau. 

c) Milieu d’enrichissement de Muller-Kauffmann [7]. — On connait 
bien l’avantage de ce milieu pour l’enrichissement des Salmonelle, 
dans les coprocultures. Il nous donne les mémes excellents résultats 
dans l’analyse bactériologique des eaux. Nous laissons le liquide ense- 
mencé durant quarante-huit heures au moins A l’étuve A 37°. Au bout 
de ce temps, nous isolons sur deux milieux solides : 

d) Le milieu de ‘Wilson-Blair au citrate de bismuth ammoniacal [8]. 
— Le B. d’Eberth fournit des colonies noires avec halo et reflet métal- 
lique en vingt-quatre 4 trente-six heures. Les B. para B. fournissent 
des colonies identiques mais n’apparaissant qu’aprés quarante-huit 
heures environ. C’est & notre avis un excellent milieu électif qui 
bloque bien le développement de la majorité des B. coli, mais malheu- 
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reusement entrave mal la culture du B. proteus qui ne donne d’ail- 
leurs que des colonies isolées mais dont l’aspect est voisin de celui 
des Salmonelloe. La qualité du citrate de bismuth ammoniacal parait 
capitale pour obtenir de bons résultats. Ce sel, frabriqué par nous, 
ne nous a donné qu’une satisfaction restreinte, alors qu’un échan- 
tillon d’origine anglaise était parfait. 

e) La gélose S.S. (Salmonelle-Shigelle). — Elle convient aussi 
bien aux Salmonelle qu’aux dysentériques. Les caractéres des colonies 


x 


sont identiques 4 ceux indiqués pour le désoxycholate-citrate-lactose. 
Le B. coli pousse trés peu ou pas du tout. 


Le B. proteus se développe sous la forme de petites colonies a centre 
noir métallique et 4 périphérie blanche. 


L’emploi combiné du milieu de Muller-Kauffmann et des 
milieux de Wilson-Blair et S. S. nous a permis d’isoler un 
B. d’Eberth dans une eau. ° 

Pour l’ensemencement des milieux solides, nous étalons le culot 
d’alumine a la surface du milieu coulé en boifte de Petri, au 
moyen d’étaleurs en verre. L’alumine s’étale facilement et fournit 
une nappe homogéne. On trouvera a la fin de ce travail une 
description détaillée de la préparation de ces milieux de culture 
qui sont pour la plupart d’origine anglo-américaine et sont géné- 
ralement encore peu utilisés par les bactériologistes frangais. 

Pour les eaux trés polluées, nous complétons cette série de 
recherches sur milieux solides et liquides, précédemment signalés 
par un ensemencement de 10 4 20 cm* d’eau sur bouillon nutritif 
ordinaire. Nous laissons a l’étuve a 37°, durant quarante-huit 
heures et repiquons sur une série de boites de gélose a |’éosine- 
bleu de méthyléne et de gélose S. S. 


3° MISE EN EVIDENCE DU B. pE MoRGAN DANS LES EAUX SUPERFI- 
CIELLES DE LA NAPPE D’INONDATION DE LA REGION DE DUNKERQUE. — 
Dans un but défensif, l’armée allemande a inondé toute une 
région désignée sous le nom de « poche de Dunkerque ». Cette 
inondation commencée a l’eau douce a été complétée a l’eau de 
mer de février a juin 1944. Elle recouvrait une superficie de plus 
de 17.000 hectares et était divisée en 4 grands bassins dont le 
plus important était celui des Moéres (8.000 hectares) et ot Peau 
atteignait une hauteur de 4 m. 50. 

Des la libération, nous nous sommes rendus sur les lieux et 
avons effectué des prélévements dans le bassin des Moéres et 
dans les « exutoires » qui partant de celui-ci, conduisaient l’eau 
vers ]a mer. Les Ponts et Chaussées avaient en effet entrepris 
V'asséchement par le moyen de ces exutoires représentés par des 
canaux ou des ruisseaux assez larges appelés dans la région 
« Wateringues [9]. 

I’analyse chimique des eaux prélevées, montrait qu elles 
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étaient saumatres, avec des teneurs en chlore variant de 9,40 
a 14,5 p. 1.000. 

Les prélévements ont été effectués en surface et a des profon- 
deurs de 20 a 30 centimétres. Ils ont été répétés durant trois 
mois de juin a aot 1945 aux mémes endroits c’est-a-dire : 


1° Dans la nappe d’inondation des Moéres ; 

2° Dans ]’exutoire principal au point dit les 4-Ecluses, distant de 
10 kilométres environ de la nappe et voisin de la mer (par marée 
basse avec fort courant des Moéres vers la mer) ; 

8° Dans le canal de Bourbourg, qui communique avec la zone des 
Moéres par de petites wateringues. Au moment de nos prises d’échan- 
tillons, on avait pratiqué, ici, des manoeuvres de dessalure qui ame- 
naient la teneur en chlore 4 0,40 puis 0,19 p. 1.000. 

4° Enfin dans le port de Dunkerque A l’entrée du chenal. 


[Le tableau suivant donne le résumé des divers renseignements 
fournis par lanalyse bactériologique de ces divers prélévements : 

Le bacille de Morgan a été trouvé dans l’eau de Ja nappe des 
Moéres ; dans deux sur trois des prélévements d’eau de |’exu- 
toire principal; dans les deux échantillons du canal de Bour- 
bourg ; soit en des points séparés les uns des autres par des dis- 
tances de plus de 10 kilométres. 

Il était abondant. Des numérations forcément approximatives 
nous permettent d’admettre qu’il en existait au moins 100 par 
litre d’eau. 

Les souches isolées en ces différents points ne présentaient pas 
toujours les mémes caractéres biochimiques mais les variations 
n’étaient qu’une question d’intensité dans la production du gaz 
en glucose ou d’H?S sur gélose 4 l’acétate de plomb. Nous les 
indiquons dans le tableau ci-dessous. 

Toutes ces souches présentaient le méme caractére fonda- 
mental important, la production d’un film par culture sur gélose 
a 1p. 100 a la température de 20° environ. Il ne nous a pas été 
possible de trouver dans les eaux examinées, de bactériophage 
actif pour les bacilles de Morgan isolés. 

Nous avons essayé de préciser si ces différentes souches pos- 
sédaient des caractéres antigéniques communs. A cet effet, nous 
avons préparé un lapin avec la souche isolée des Moéres. I] 
nous a fourni rapidement un sérum agglutinant le B. de Morgan 
injecté au taux de 1/6.000. Nous avons mis en présence de ce 
sérum les diverses souches isolées. Le tableau suivant montre 
qu’elles sont toutes agglutinées sensiblement au méme taux. Cet 
argument est en faveur d’une origine unique de la contamination 
des eaux. Elle a pu se faire évidemment, au cours de l|’inon- 
dation, de la mer vers les Moéres ou au cours de l’asséchement 
des Moéres, vers la mer. 
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a5 “ss 
SOUCHES a & 2 a Ba 5 RE: Bw 
S = = aS 2 5. 5 a 
abet eS |e a 
Moéres +++ 0 rte 0 R+ | ++ 0 it 
Exutoire 
principal +++) 9 | gh | o | R+]) ++] 2 + 
2° prélévement. 
Exutoire 
principal aaa ae 0 Ga 0 Ree eats 0 a 
3° prélévement. = 
Canal 
de Bourbourg |+++ 0 Gh 0 es | sete 0 a 
1° prélévement. 
Canal sd f A rn ; te 
de Bourbourg |+++ 0 G4 ate 
2° prélévement. 


G+, gaz en quantité notable; R+, réduction nette; G+, 1 bulle de gaz; Ree 
réduction trés légére. 


AL 
EXUTOIRE EXUTOIRE one Bek 


pass ica de de 
SOUCHES DE MORGAN MOERES ae ie pré 3 Bourbourg | Bourbourg 


4er préle- Qe prélé- 
vement vement vement vement 


Taux d’agglutination.| 1/6.000 4/5.000 4/5.000 4/5.000 4/5.000 


Dans cette étude, quelques points intéressants sont a remar- 
quer : 

1° Dans tous les prélévements ott nous avons mis en évidence 
le B. de Morgan, on trouvait en méme temps un Proteus vulgaris 
qui liquéfiait fortement la gélatine. On sait les relations étroites 
qui existent entre ces deux germes. La question d’une mutation 
possible se pose donc nettement. Nous continuons nos travaux 
a ce sujet. 

2° Il nous a été impossible de trouver des phages pour le B. de 
Morgan et pour le B. proteus, dans les eaux étudiées. 


Conctusions. — L’étude bactériologique des eaux de la nappe 
d’inondation de Dunkerque nous a permis d’isoler un B. de 
Morgan dans des eaux fortement saumatres. I microhe s’y 
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trouvait en abondance. Il y a persisté longtemps et nous l’avons 
retrouvé dans plusieurs prélévements consécutifs effectués aux 
mémes endroits. 

Les diverses souches isolées ont les mémes propriétés anti- 
géniques et semblent avoir une origine commune. I] semble donc 
établi que Vorigine hydrique est possible dans certaines conta- 
minations humaines. 


Milieux employes. 


1° Gel d’alumine pour concentration des germes de l’eau. Voir la 
préparation dans « Alimentation en eau des Villes », M. Diénert, Paris. 
Librairie de 1’Enseignement technique, 1935. 

2° Milieux d’enrichissement de Muller-Kauffmann. Voir détails de 
préparation dans la thése de Le Minor : « La Recherche des bacilles 
typhiques et paratyphiques dans les selles », Paris, 1945. 

3° Gélose 4 ]’é0sine bleu de méthyléne : 


res 


_— 
ASCSOSOWNVUeS 


Pe UOM OL an w mk eee Re Aye Cihacm eh. apes on occ MEM Ut Ng 
WACtOSC Maes, aie oe VEN gece. at fey aydow a) iste ce 
SSCEMATOSCN ay e5 Se Oe ee Bee hes ae ara Lactate att 
Bhosphate bipotassiquex. . . M «e . le ee 
GClOSC geek oe mol Ee 2) seo Beer Os b+ Sad RL ee, 
IDOSLIOE meee Me Mee ER eo iaiet e wrens LenS oa Bot aore 


S09 08 oa oe 


SOR oR 
se 4 


Deo orm 
a 


LORIO coon he he Celia Cae enc eet ie tee ta Se a i RY, 4.00 


zg 


Agiter doucement le milieu avant de le couler en boites de Petri. 
Il prend ainsi une coloration pourpre. 

4° Milieu au désoxycholate-citrate-lactose de Leifson modifié par 
Hynes : 


GelOSO mere cece ites i et aaa) ora nee ar a 22,5 2. 
LGR ols Ib eVKOS GS mk onmy Bec. adh 5. so Gaal ic, ce SoG Moen IgG = ~ Bey, 
PLOLCOSe-PEpLONe DiC Om amemiem- a Neos setN efes 20 ek cs (eee 5 g. 
MACLOSCR a caree aua ke eo cies Mons cele eae cso sase 10 g. 
Gitvate G6, SOGITiey cn, Hye e Givnke! stint x elle cy 8,58 
Thiosulfate de sodium ......... oie Sic ae Wiehe Ay fie 
Gitnatecde fersemiiee = Gen ses. ns. See? oe tae Re, stereos ig. 
MESOXV CMOLALe AOmSOCIUNIN 7. 3 Warsi )-ieeieeee Steaes see 5 g. 
Rouge neutre comme indicateur. 

arepes a psa Reece Gs ene sighs, hao) eee Q S. p. 41.000 cm* 
TENS. oe Get. 66) po One geitg Gu. ten. 2Gisem ie acuome 1,3 


On trouvera les détails de préparation dans « Handbook of Practical 
Bacteriology », par T. J. Mackie et J. E. Mc Cartney, E. et 8. Living- 
stone Edinbourg. 

5° Milieu de Wilson-Blair au citrate de bismuth ammoniacal 

a) Solution « stock » de bismuth. 

Dans 50 cm? d’eau distillée bouillante, dissoudre 6 g. de citrate 
de bismuth ammoniacal en paillettes. Ajouter une solution de 20 g. 
de sulfite anhydre de sodium dans 100 cm d’eau distillée bouillante. 
Pendant l’ébullition du mélange, ajouter : phosphate de potasse 
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anhydre (P O4 Na?H)=10 g. Laisser refroidir et ajouter alors 10 g. de 
glucose dissous dans 50 cm* d’eau distillée bouillante. 


Cette solution sera gardée dans un flacon stérile et bien bouché. 
L’agiter énergiquement avant 1’emploi. 
b) Gélose nutritive ordinaire 4 3 p. 100. 


Au moment de l’emploi, faire fondre la gélose et y ajouter par 
100 cm? de gélose : 20 cm’ de la solution stock de bismuth et 
4,5 cm’ de la solution suivante : 


Solution & 1 p. 100 de citrate de fer dans l’eau distillée. 200 cm*. 
Solution 44 p. 100 de vert-brillant dans l’eau distillée . 25 cm’. 


Mélanger doucement sans faire de bulles et couler en boites de 
Petri. 
6° Gélose S. S. 


Lab. Lemco ou extrait Liebig ou « Beef-Extract Difco. . 
Protéose-peptone Difco 
TGCtOSE Bs see BEI oe Sk ee ee no 
Selsiiltaires: "vee oe us bet ee ge eS a es Lee ee oe 
Citrate de'sodium:... 6). 4 co's 6 ciate <a memne oe 
Thiosulfate de sodium 
Citrate de fer 
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Ce milieu est préparé par les laboratoires Difco sous forme de 
poudre séeche. Il suffit de mettre 6 g. de poudre dans 100 cm* d’eau 
distillée. On fait bouillir le mélange une ou deux minutes. On coule 
directement en boites de Petri. Il ne faut pas autoclaver. Les plaques 
sont séchées et peuvent étre utilisées pour 1’ensemencement. 
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LA PREVENTION DE LA TUBERCULOSE PAR LE B.C.G. 
EN U.R.S.S. 


par le D' S. A. ABOLNICK. 


L’U. R. S. S. est un des premiers pays ot le BCG ait été mis 
a l’étude. Une premiére souche fut recue dés le mois de mai 1924 
par le professeur Tarassevitch, a Kaev (souche dite « BCG I »), 
une seconde en 1926 par le professeur Belonovsky, a Léningrad 
(souche dite «-Léningrad »), une troisiéme en janvier 1935 par 
l'Institut Central du Contréle & Moscou (souche dite « Paris »). 
Comme le spécifie Klebanov [4], toutes proviennent directement 
du laboratoire de Calmette 4 |’Institut Pasteur de Paris. Aprés 
une période d’études préliminaires, les premiéres applications 
commencérent en 1926 en Ukraine. Entre 1926 et 1928, selon 
Medovikov |2], 818 enfants de cette région recurent le BCG. 

A Léningrad, les vaccinations commencérent en 1928 et furent 
étendues en 1929 a cing grandes villes de la F. R. R. S. S. 
(Russie proprement dite) : Léningrad, Moscou, Saratov, Kazan 
et Rostov-sur-le-Don, qui furent choisies en raison de la pré- 
sence de spécialistes particuliérement qualifiés pour utiliser le 
BCG dans les meilleures conditions d’application et de contrdle. 
Dans ces 5 villes, 454 nouveau-nés recurent le BCG en 1929. 
A Léningrad, 310 enfants furent vaccinés entre 1928 et 1934. 

Entre-temps, en 1928, le Commissariat du Peuple a la Santé 
publique avait créé un « Comité du BCG » pour le contréle et 
l’étude des premiers résultats. Ceux-ci s’avérérent particulié- 
rement encourageants. A Léningrad notamment, parmi les 
310 enfants vaccinés, 87,6 p. 100 étaient en contact direct et 
intime avec des tuberculeux. Cependant, dans ce groupe, la mor- 
talité fut de 4,3 p. 100 alors que, dans le méme temps, elle fut 
de 16,4 p. 100 dans un groupe témoin de 79 enfants non-vaccinés 
(Médovikov [3]). En conséquence on étendit les applications de 
la méthode : du 1° juin 1934 au 1% novembre 1936, 9.967 enfants 
de Léningrad recurent le BCG. 

En 1937 commence la vaccination en masse des nouveau-nés. 
Des la premiére année de cette campagne, 40.000 enfants 
recoivent le BCG. En 1988, ce chiffre est de 43.692 pour la 
seule ville de Léningrad. De 1937 a 1940 inclus, plus de 
2.000.000 d’enfants furent vaccinés sur ]’ensemble du territoire 
de )’U. R. 5. S. (Medicine [8]). En 1941, du début de l’année au 
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moment du déclenchement de la guerre germano-soviclique, 
470.000 nouvelles vaccinations furent pratiquées (Klebanov {4)). 
La campagne fut, par la suite, continuée dans les territoires 
non occupés avec une activité a peine restreinte (Rapport de 
Kogan [5] a la Session antitnberculeuse interdépartementale de 
Sverdlovsk). 

L’effort a porté principalement sur les grands centres urbains 
et, pour certains d’entre eux, le pourcentage des nouveaux-nés 
ayant recu le BCG devait dépasser 90 p. 100. Ce pourcentage est, 
en 1940-1941, de 70 p. 100 A Krasnodar, de 86 p. 100 a Rostov- 
sur-le-Don, de 94 p. 100 A Moscou (Klebanov [4)). 


MopE p’ APPLICATION. 


Dans la presque totalité des cas, le BCG fut administré par la 
voie buccale 4 raison de 2 cm* dans un peu de lait pour chacune 
de trois prises espacées de quarante-huit heures |’une de l'autre, 
ou a raison de 3 cm® en une seule fois. A Léningrad seulement, 
Medovikov [2] mentionne que 35 p. 100 des vaccinations furent 
faites par vole sous-cutanée. 

Toutes ces vaccinations furent faites dans les dix premiers 
jours de la vie. Aucune mention n’est faite de séparation des 
enfants en milieu tuberculeux. 


INCIDENTS DE LA VACCINATION. 


Les seuls incidents constatés ont été des infiltrations locales et 
des lymphadénites chroniques sans gravité. Ces derniéres sont 
le fait exclusivement des vaccinations pratiquées A partir de la 
souche recue a4 Moscou en 1935 (souche dite « Paris »). Les vac- 
cinations avec les deux autres souches n’en provoquérent pas, 
ainsi qu'il ressort des rapports de la Commission Centrale de 
Controle au Commissariat du Peuple 4 la Santé publique (tra- 
vaux de Kudriavisev et Kogan pour la ville de Sverdlovsk, 
travaux de Klebanov et Gourevitch pour la ville de Moscou, men- 
tionnés par Rabutchin [6)). 

Aucun cas d’abcés froid n’est relaté chez les enfants vaccinés 
par voie sous-cutanée (1) et, parmi ces derniers, les lymphadé- 
nites sont de loin moins nombreuses qu’A la suite de la vacci- 
nation par la voie buccalé avec la souche dite « Faris ». Le 
pourcentage des lymphadénites observé par Klebanov [4] est 


(1) Les résultats rapportés par l’auteur ne correspondent en rien 
avec ceux observés en France ot les réactions inflammatoires, aprés 
ingestion de BCG, se sont produites dans des cas excessivement rares 
alors que les mémes incidents aprés injection sous-cutanée de BCG 
ont été constatés dans 3 A 5 p. 100. 
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de 0,5 p. 100 chez les vaccinés par voie sous-cutanée et de 
2,6 p. 100 chez les vaccinés par voie buccale. 


RisuLtats. 


Le professeur Klebanov |4], de l'Institut Central pour la tuber- 
culose au Commissariat du Peuple a Ja Santé publique de 
VU. R. S. S., a fait une étude détaillée des effets de la vaccina- 
tion par le BCG sur la mortalité et sur la morbidité tubercu- 
leuses parmi les nouveau-nés vaccinés A Moscou en_ 1938. 
L’auteur examine deux groupes, le premier comportant 
56.951 enfants vaccinés, le second 17.469 enfants non vaccinés, 
les uns et les autres apparemment sains au moment ow la vacci- 
nation fut appliquée. Les résultats concernant Ja mortalité par 
tuberculose a la fin de la premiére année et a la fin de la seconde 
sont exposés dans les tableaux I et II. 


TasLeau I. — Mortalité par tuberculose pendant la premiére année 
de vie (enfants nés pendant l'année 1938 a Moscou). 


MORTS A L’AGE 
TOTAL Be O RA aa CALCUL LIMITE 


; d oscillation 
GROUPE des oe SG 
avec erreur 
nouveau-nés| Nombre | Sur 10.000 | moyenne Aoublee 
absolu pouveau-nés 


Vaceimeés = -).| 56.954 10 eg} + 0,000147 | De 9,441 
Non vaccinés.| 417.469 38 21,8 + 0,000353 | De 14,842 


5,2 
8,8 


TastEau Il. — Mortalité par tuberculose pendant la seconde année 
de la vie (enfants nés pendant l’année 1938 a Moscou). 


MORTS A L'AGE LIMITE 

TOTAL de 1a 2 ans CALCUL : 

del @oscillation 
a ee e l’erreur 

GROUPE des avec erreur 

nouveau-nés Nombre Sur 10.000 moyenne doublée 

absolu nouveau-nés 


Vaccinés. . .| 52 779 55 10,4 + 0,000140 | De 7,6413,2 
Non yvaccinés.| 15.864 33 20,8 + 0,000361 | De 43,64 28,0 


La mortalité par tuberculose dans le premier groupe est donc 
de moitié moindre que dans le second. Ce résultat est d’autant 
plus remarquable que les enfants du premier groupe provenaient 
de milieux familiaux tuberculeux dans une proportion considé- 
rablement plus forte que les enfants du second groupe. 

En tenant compte du degré d’exposition a Vinfection, les 
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enfants vaccinés ont été divisés en quatre catégories de la fagon 
suivante : 


Catégorie A : enfants vivant au contact direct de malades bacillaires 


ouverts ; : 
Catégorie B : enfants vivant dans un foyer ayant enregistré un ou 


plusieurs décés par tuberculose ; 
Catégorie C : enfants en contact avec des tuberculeux atteints de 


formes fermées ; 
Catégorie D : aucun contact tuberculeux déterminé. 


La mortalité par tuberculose dans chacune de ces quatre caté- 
gories est exposée dans le tableau III : 


Tastzau Ill. — Mortalité par tuberculose en fonction des contacts 
(enfants vaccinés). 


TR EE 


MORTS PAR TUBERCULOSE 


CARACTERE NOMBRE TOTAL 
de contact des nouveau-nés . Sur 
Nombre absolu 1.000 naissances 
Catégorie A...... 226 9 39,8 
Catégorie) B=. 1.565 3 4,9 
CatesorierC ccs mcrae 4.046 3 2,9 
Catégorie D.... . 54 144 55 0,9 


Ce résultat montre |’efficacité moindre de la vaccination telle 
quelle a été appliquée, c’est-a-dire sans ségrégation, en milieu 
familial tuberculeux. Une autre constatation, c’est qu’au cours 
des six premiers mois de la vie il n’existe pas de différence 
importante entre le groupe des vaccinés et celui des non-vaccinés, 
ainsi que le fait ressortir le tableau IV : 


Tasteau IV. — Mortalité par tuberculose de zéro a six mois 
et de six &4 douze mois (enfants vaccinés et enfants non vaccinés). 


MORTS MORTS 


par tuberculose par tuberculose 
entre 0 et 6 mois a lage de 7412 mois 
TOTAL 
SURVIVANTS 
GROUPE 
ou des ae Sur 10.000 
naigsances Nombre |Sur 10.000 i Nombre survivants 
a la fin 
absolu |naissances absolu des 
6 premiers 
mois 
Vaccinés - + .| 56.964 25 4,4 54.394 45 8,3 
Non vaccinés.| 47.469 Disk 16.494 47,0 
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Quant a la morbidité par tuberculose, nous n’avons de données 
qu’en ce qui concerne ja tuberculose pulmonaire, forme d’ailleurs 
la plus importante. Cette morbidité chez les vaccinés et chez les 
non-vaccinés est exposée comparativement dans le tableau V : 


Tabteau V. — Morbidité par tuberculose pulmonaire 
(enfants tembés malades pendant la premiére année de leur vie). 


TOTAL DEVENUS TUBERCULEUX CALCUL LIMITE 
GROUPER des de l’erreur Sse ton 
Nombre Sur 10.000 ey 
nouveau-nés absolu nouveau-nés moyenne erreur doublée 
Vaccinés crore 56.964 86 gba | + 0,000162 | De 11,94 18,3 
Non vaccinés . 47 469 42 24,0 + 0,000370 | De16,6431,4 


L’influence de la prémunition antituberculeuse s’est manifestée 
dans les grandes villes de ’?U. R. S. S. par une diminution 
considérable de la mortalité infantile par tuberculose. Prenons 
comme exemple les deux principales villes : Moscou et Lénin- 
grad. La vaccination en masse par le BCG y a commencé en 
1937, la mortalité infantile par tuberculose n’a pas cessé de dimi- 
nuer depuis. Si l’on adopte le chiffre 100 comme index de la 
mortalité infantile par tuberculose en 1936, on voit qu’en quatre 
ans cet index s’est abaissé a 60. C’est ce qu’exprime le tableau VI : 


TasLeau VI. — Diminution de la mortalité infantile par tuberculose 
a Moscou et a Léningrad consécutivement aux vaccinations en 
masse par le B.C.G. 


MOSCOU LENINGRAD (+) 


ANNEES 
Nombre Nombre 
denfants Mortalité d’enfants Mortalité 
vaccinés vaccinés 


3.398 100 5.186 100 
19.045 92,4 21.470 82 
64.403 78,9 43.692 le 
84.093 74,0 4A 692 58 

102.966 60,5 483.408 60 


(+) Klebanov [4] attribue la diminution plus rapide de la mortalité 4 Leningrad du fait 
que la vaccination par voie sous-cutanée y a été mise en ceuvre. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


Cet exposé nous montre |’exemple d’une grande nation mettant 
A l’essai, dés qu’elle a paru, une nouvelle méthode de prophylaxie 
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de la tuberculose. L’essai est conduit prudemment, avec un début 
progressif et sous contréle rigoureux. Puis, les résultats dament 
vérifiés s’étant montrés favorables, lapplication sur une grande 
échelle est mise en ceuvre sans plus attendre et le pays en retire 
un bénéfice considérable. 

Dans leur détail, les conclusions des auteurs soviétiques sont les 
suivantes : 

1° Au cours des deux premiéres années de la vie, la mortalité 
par tuberculose chez les vaccinés est de moilié moindre que chez 
les non-vaccinés ; 

2° On observe la méme différence en ce qui concerne la mor- 
bidité par tuberculose ; 

3° La différence entre vaccinés et non-vaccinés est cependant 
minime au cours des six premiers mois de la vie. 

4° Consécutivement a lusage massif du BCG, la mortalité 
infantile globale par tuberculose & Moscou et a Léningrad a 
baissé de 40 p. 100 en quatre ans. Cet abaissement a été plus 
rapide 4 Léningrad ow la vaccination par voie sous-cutanée a été 
mise en ceuvre chez une partie des nouveau-nés. 


P.-S. — Nous adressons nos remerciements au D* Fournier, 
directeur de l'Institut Pasteur de Shanghai, pour Vaide qu 
nous a apportée dans la rédaction de ce travail. 
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RECHERCHES CONCERNANT L’ALEXINE 


1, — RESISTANCE AU CHAUFFAGE DU CHAINON MOYEN FIXE 
SUR LES GLOBULES ROUGES SENSIBILISES 


par W. MUTSAARS. 


(Laboratoire de Bactériologie, 
Faculté de Médecine, Université libre de Bruzelles.) 


Si tous Jes auteurs constatent que le sérum alexique de cobaye 
est inactivé par chauffage d’une demi-heure 4 une température 
de 55-56°, il n’en fut pas toujours de méme pour les deux com- 
posants dits thermolabiles. Dés que Ferrata [4] et Brand [2] 
scindérent l’alexine en un chainon moyen ou mittelstuck (C’1) 
et en un chainon terminal ou endstuck (C’2), ils étudiérent la 
résistance au chauffage de ces deux composants et leurs résultats 
furent divergents. Ferrata, d’une part, constata que C’l était 
thermostable, résistant au chauffage a 56° pendant trente 
minutes, C’2 étant au contraire thermolabile. Brand, d’autre 
part, suivi bientot de Tsurusaki [8], observa que les deux 
chainons étaient thermolabiles. Marks [4] fit les mémes consta- 
talions : en présence d’une quantité constante de C’2, il n’y a 
pas d’hémolyse des globules rouges sensibilisés si l’on utilise 
du C’l chauffé a 55° pendant trente minutes. Mais, selon cet 
auteur, lValexine totale de cobaye, inactivée par séjour de trente 
minutes a 55°, récupére son activité par addition de C’2 frais, 
il semblerait donc que, lors du chauffage du sérum complet, C’l 
ne subisse pas d’inactivation, O’2 seul étant détruit. Cependant 
C’l de cobaye, mélangé a une fraction « albumines » hétéro- 
logue (albumines du sérum de mouton), est  thermolabile. 
H. Guggenheimer [5] a, lui aussi, étudié linactivation par 
chauffage de C’l : fréquente a 50°, elle se produit toujours 
& 55° (une demi-heure). C’2 au contraire semble un peu plus 
résistant ; aprés séjour a 55°, il hémolyse encore légérement, 
conjointement avec du C’l non chauffé, les globules sensibilisés. 
J. Hisler [6] constate que de V’alexine, soumise 4 des tempéra- 
tures de 50°, 51°, 52° et 53° pendant trente minutes, est réactivée 
par addition de C’2 ; mais la restitution ne se fait plus si l’alexine 
a été portée a 54°. Ceci confirme en partie les résultats de Marks, 
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mais l’auteur fait remarquer qu’un chauffage de quinze minutes 
a 54° suffit a inactiver complétement l’alexine, en ce sens que ni 
C’l, ni C’2 ne lui font récupérer son activité. L’action de la 
chaleur sur l’alexine de cobaye, de porc, de chien, d’homme et 
de poule a été étudiée également par Bessemans [7] : un chauffage 
de trente minutes a 56° détruit C’2 de toutes ces alexines ; quant 


a C’l, détruit dans l’alexine de cobaye et d’homme, on le 


retrouve parfois, mais en faible quantité, dans le sérum de pore 
et de chien, il est particuliénement résistant dans le sérum de 
poule. W. Leschly [8] confirme que le chauffage pendant trente 
minutes A 56° fait perdre toute activité alexique au sérum de 
cobaye (ou tout au moins que cette activité n’attemt pas 1/500 
de l’activité originale). Cependant, dans le sérum, la fraction C’l 
est un peu plus résistante que C’2. L’influence de la dilution sur 
la thermorésistance a été observée par N. Takenomata [9]. Cet 
auteur aurait constaté aprés chauffage a 55° (dix-vingt-trente 
minutes) une résistance plus forte de C’l dilué au 1/10 que de 
C’l non dilué. Chose étrange, il aurait également noté, en utili- 
sant C’1 dilué au 1/10, une destruction compléte par séjour a 50° 
pendant dix (minutes, alors qu’un séjour d’une méme durée 
a 58° ou méme 60° laisserait C’1 a peu prés intact. Disons enfin 
que récemment L, Pillemer, E. E. Ecker, J. L. Oncley ‘et 
E. J. Cohn [410] ont réussi a isoler, a partir du sérum de cobaye, 
les composants C’l, C’2 et C’4 sous une forme extrémement 
pure. C’l parait étre une euglobuline, son activité est complete- 
ment abolie par un séjour de trente minutes 4 50°; C’2, une 
muco-euglobine, est également détruit dans ces conditions ; pour 
obtenir le méme résultat il est nécessaire de porter C’4 a 66° 
pendant trente minutes. 

La plupart des auteurs ont done observé que C’l isolé est 
réellement thermolabile, c’est-a-dire qu’un séjour de trente 
minutes a 55-56° Jinactive. Pour certains, comme Marks et 
Leschly, C’1l de l’alexine totale du cobaye serait plus résistant, 
pour Bessemans il n’en est rien. Quant aux résultats paradoxaux 
de Takenomata, l’examen du texte révéle des contradictions dans 
ses protocoles qui enlévent toute valeur a ses conclusions. 

Nous-méme, au cours de nos expériences de controle, n’avons 
jamais observé aucune activité alexique du C’l isolé, dilué 
au 1/10 et chauffé pendant trente minutes a 56°. Nous 
avons voulu rechercher si C’l, aprés sa fixation sur les globules 
rouges sensibilisés, était encore thermolabile (nous attribuons a 
ce terme sa signification habituelle en sérologie de sensibilité au 
séjour a 55-56° pendant trente minutes). 

Pour scinder l’alexine en C’l et C’2 nous utilisons Ja méthode 
bien connue de Liefmann (dilution au 1/10 en eau distillée de 
’alexine et action d’un courant de CO, gazeux). 


a 


ee. Ck ea PTY See EP, a 
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Aprés centrifugation du produit trés trouble le liquide clair surna- 
geant est décanté et isotonisé par addition de NaCl, il contient C’2. 
) Le culot renfermant C’l est, aprés lavage A l’eau distillée, resuspendu 
dans un volume d’eau physiologique équivalent A celui du liquide 
contenant C’2. Le sérum de lapin anti-globules rouges de mouton, 
préalablement chauffé pendant trente minutes A 56°, détermine, en 
présence d’un excés d’alexine, l’hémolyse compléte des globules de 
mouton 4 une dilution de 1/4.000. Nous ajoutons 1 cm de cette sensi- 
bilisatrice diluée au 1/10 & 12 cm® de globules de mouton lavés deux 
fois et ramenés au taux de 5 millions de globules par millimétre cube. 
Aprés séjour d’une heure A 37°, ces globules fortement sensibilisés 
sont centrifugés, le liquide surnageant est rejeté et le culot de globules 
sensibilisés est ramené au volume initial par addition d’eau physio- 
logique. Deux tubes contenant chacun 4 cm? de C’l (dilué au 1/10) 
sont scellés au chalumeau et immergés complétement dans un bain- 
marie 4 56°, l’un est retiré aprés trente minutes, l’autre aprés une 
heure. Nous ajoutons 4 présent 1 cm*® de globules rouges sensibilisés 
aces deux tubes contenant 4 cm*® de C’l ayant séjourné respective- 
ment trente et soixante minutes 4 56° et préparons enfin trois tubes 
contenant chacun 4 cm* de (’l frais, non chauffé et 1 cm® de globules 
sensibilisés ; deux de ces tubes sont scellés au chalumeau. Les cing 
-tubes ainsi obtenus sont portés 4 37° pendant quarante-cing minutes, 
puis les deux premiers tubes (C’l inactivé trente minutes + globules 
rouges sensibilisés et C’l inactivé soixante minutes + globules rouges 
sensibilisés) ainsi qu’un tube contenant C’l frais + globules rouges 
sensibilisés sont laissés 4 la température du laboratoire, les deux tubes 
scellés (C’1 frais + globules rouges sensibilisés) sont immergés au 
bain-marie 4 56°, l’un d’eux est retiré aprés trente minutes, 1’autre 
aprés soixante minutes. Finalement nous centrifugeons les suspen- 
sions globulaires de ces cinq tubes, nous rejetons les liquides surna- 
geants et obtenons des globules rouges ayant subi les traitements 
suivants ; 

A. Globules rouges sensibilisés + C’l inactivé trente minutes 4 56°. 

B. Globules rouges sensibilisés + C’l inactivé soixante minutes 456°. 

C. Globules rouges sensibilisés + C’1 frais. 

D. (Globules rouges sensibilisés + C’l frais) : le tout chauffé trente 
minutes a 56°. 

E. (Globules rouges sensibilisés + C’l frais) : le tout chauffé soixante 
minutes a 56°. 

Etablissons 4 présent 5 séries, A, B, C, D, E, de tubes correspondant 
a ces 5 espéces de globules. Chaque série contient des quantités décrois- 
santes de C’2, les volumes étant maintenus constants 4 2 cm* par addi- 
tion de quantités appropriées d’eau physiologique. Ajoutons aux tubes 
de chaque série II gouttes des globules rouges correspondants et portons 
le tout A 37°. La lecture est faite aprés vingt a trente minutes. 


Comme il fallait s’y attendre, des globules rouges sensibi- 
lisés, mis au contact de C’l inactivé par chauffage de trente 
ou de soixante minutes a 56° et mis ensuite en présence de C’2 
frais, ne subissent pas d’hémolyse (séries A et B). Ceci confirme 
en somme les constatations de la majorité des auteurs. De méme, 
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C’2 pitvg av 1/40 


C, hémolyse compléte; PC, hémolyse presque compléte; Inc, hémolyse incompléte; 
PO, hémolyse presque nulle; 0, pas d’hémolyse. 


la série C, formée de tubes renfermant des globules sensibilisés 
qui ont subi le contact de C’l frais et des quantités décroissantes 
de C’2 frais, nous donne un résultat classique : hémolyse des 
globules rouges pour autant que les quantités de C’2 soient suffi- 
santes. 

Examinons 4 présent les séries D et E. Ces tubes contiennent, 
rappelons-le, d’une part des globules rouges sensibilisés ayant 
fixé C’1 frais et soumis ensuite 4 une température de 56° pendant 
trente minutes (série D) ou soixante minutes (série E), d’autre 
part du C’2. Nous observons des hémolyses, le degré d’hémolyse 
dépendant de la quantité de C’2 disponible. 

Notons que, pour toutes les séries, il y a absence compléte 
d’hémolyse en l’absence de C’2. 

Au cours de ces expériences, les globules rouges sensibilisés 
ayant fixé C’l restent suspendus dans la solution de C’1 pendant 
leur chauffage. Nous avons répété ces essais en intercalant une 
centrifugation entre la période de contact des globules sensibi- 
lisés avec le C’l et leur chauffage. Le liquide surnageant est 
rejeté, le culot de globules sensibilisés, ayant absorbé C’l, est 
ensuite ramené au volume initial par de l’eau physiologique. 
Nous éliminons ainsi, avant le chauffage des globules, le C’l 
non adsorbé. Ceci n’a en rien modifié les résultats de l’expé- 
rience : les globules, aprés chauffage de trente ou de soixante 
minutes, se sont hémolysés au contact de C’2. 

Il semble done que C’l, quand il est fixé sur des globules 
rouges sensibilisés, résiste 4 l’action méme prolongée d’une tem- 
pérature qui ]’inactive 4 coup sur quand il est libre. Mais pour 
en étre certain il fallait éliminer une autre éventualité, peu vrai- 
semblable 4 vrai dire. Admettons en effet qu’il ne s’agisse pas 
d’une conservation de C’l, mais d’une fragilisation absolument 
non spécifique par le chauffage des globules, les rendant ainsi 
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hémolysables par C’2 seul, sans aucune intervention de C’l: le 
résultat des expériences serait inchangé. C’est pourquoi nous 
avons fait des essais de contréle, que nous résumons briévement. 


Les globules rouges de mouton, soumis au chauffage A 56° pendant 
une heure, soit avant, soit apres leur sensibilisation, et mis ensuite 
directement au contact de quantités décroissantes de C’2, ne s’hémo- 
lysent pas. D’autre part, comme il fallait s’y attendre, des globules 
rouges de mouton, soumis au chauffage & 56° pendant une heure, soit 
avant, soit aprés leur sensibilisation, s’hémolysent quand on les met au 
contact de C’l avant de leur faire subir l’influence de C’2. Ainsi le 
chauffage des globules rouges, sensibilisés ou non, ne permet pas 4 C’2 
d’agir seul. Enfin, si l’on met au contact d’une solution de C’2 chauffée 
a 56° pendant trente minutes, soit des globules rouges sensibilisés 
ayant adsorbé du C’l, soit des globules rouges_ sensibilisés ayant 
adsorbé du C’l et ensuite chauffés 4 56° pendant trente ou soixante 
minutes, on n’observe pas d’hémolyse. 


De tout ceci, il résulte que c’est bien a la présence de C’l 
adsorbé sur le globule rouge sensibilisé qu’est due, aprés séjour 
préalable 4 56°, ’hémolyse par C’2. Comment expliquer ce fait ? 

On peut admettre que le C’l adsorbé a la surface du globule 
sensibilisé acquiert de ce fait une certaine thermorésistance. 
Pareils faits ont été signalés en ce qui concerne les agglutinines. 
Friedberger et Pinczower [44] ont observé que des bacilles typhi- 
ques saturés d’agglutinines antityphiques et ensuite chauffés a 
100° sont incapables d’absorber de nouvelles quantités d’agglu- 
tinines. Ils en concluent que l’anticorps fixé devient « coctos- 
table ». Ce travail, confirmé par Kumagai [12] a été mis en doute 
par Bessau [13], qui a expliqué ses résultats contradictoires par 
le fait que la souche de B. typhique qu’il utilisait perdait par 
le chauffage une grande partie de son pouvoir de fixation pour 
Vagelutinine, alors que la souche de Friedberger et de Kumagai 
ne s’altérait pas 4 ce point de vue. A. Lange [44] a également 
confirmé les résultats de Friedberger. Notons enfin que F. v. Gut- 
feld [15] a utilisé un sérum anti-Forsman (anti-rein de cheval), 
qui n’était pas altéré par un séjour de quinze minutes a 62°, 
affaibli par séjour de quinze minutes a 65° et détruit en cing 
minutes a 70°. Or ce sérum, fixé sur des globules rouges de 
mouton, était altéré de la méme fagon qu’a l’état libre. Les 
recherches consacrées A ce sujet sont trop rares pour que l’on 
puisse se former une opinion, mais il semble bien que lon ne 
puisse établir de régle générale. Tantét, dans le cas d’un anti- 
corps antityphique, la fixation sur le corps bacillaire semble 
préserver de l’action de la chaleur, tantdt, dans le cas d’un anti- 
corps anti-mouton, la fixation sur le globule ne lui confére aucune 
résistance. De toute facon, les deux faits ne sont peut-étre pas 
comparables, puisque les anticorps sont en général détruits a 
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des températures voisines de celles provoquant Ja dénaturation 
des protéines et que ceci n’est pas le cas pour les composants 
thermolabiles de l’alexine. Il se peut également que la molécule 
d’euglobuline que constitue le C’l posséde deux groupements 
aclifs, l'un, thermolabile, permettant l’union de la molécule de 
C’l avec le complexe antigéne-anticorps, l'autre, résistant a 56°, 
permettant l’union de C’1 et de C’2. Ainsi l’action de la tempé- 


rature sur le C’l libre aurait pour effet de modifier, d’altérer ~ 


le groupement thermolabile et d’empécher ainsi la fixation de C’l 
sur le complexe antigéne-anticorps. Mais la fixation de C’l étant 
obtenue, le chauffage serait incapable de dissocier l’union entre 
C’l et le complexe, et le groupement thermorésistant de C’l 
permettrait ensuite son union avec C’2. Enfin, l’on pourrait 
également admettre que les modifications apportées au globule 
rouge sensibilisé se font en deux étapes (nous faisons abstraction 
ici des composants C’3 et C’4, thermostables). L’hémolyse serait 
préparée par la fixation de C’l, qui provoquerait au niveau de 
la membrane du globule sensibilisé des altérations latentes, per- 
mettant ensuite 4 C’2 de se fixer et de révéler, par l’hémolyse 
du globule, les lésions déterminées par ©’1l. Dans ce cas, le 
chauffage a 56° provoquerait la destruction de C’l, mais les alté- 
rations dues a sa fixation sur le globule sensibilisé persistant, 
rien ne s’opposerait a la fixation de C’2 et a sa conséquence : 
VPhémolyse du globule. 
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a) Aprés envoi de ce mémoire, nous avons constaté que des expé- 
riences identiques avaient été effectuées par P. Swirsky (Zeitschr. 


immunititsf., 1910, 5, 538). Nos résultats ne font donc que confirmer 
ceux de cet auteur, 


ALEXINE 385 


Il. — DE L’EXISTENCE DES ANTIALEXINES 


J. Bordet [4] en injectant au lapin du sérum de cobaye immunisé 
contre du sang de lapin, a montré qu’il était possible d’obtenir 
un sérum de lapin contenant une antisensibilisatrice et une anti- 
alexine. La réalité de cette antialexine a été mise en doute par 
certains auteurs, l’inactivation incontestable de l’alexine dans le 
mélange de sérum de cobaye+sérum de lapin antisérum de cobaye 
pouvant étre due non pas a l’action d’une antialexine, mais a 
la fixation de Valexine sur le complexe anticorps-antigéne qui 
se forme a cette occasion (nous renvoyons ceux que la question 
intéresse a l’exposé de J. Bordet [2]. 

Streng [3] a rencontré ces objections en utilisant une méthode 
mettant en ceuvre le phénoméne de conglutination. Cependant il 
existe encore des doutes quant a ]’existence d’une antialexine. 
C’est ainsi que Gay [4] déclare : « l’existence de cet effet anti- 
alexique ne fait pas de doute, et ce phénoméne est indépendant 
de celui de Vaction d’une antisensibilisatrice. La seule question 
qui se pose a la lumiére de nos connaissances ultérieures est celle 
de l’existence des antialexines, sui generis. De méme, selon 
Landsteiner : « il est évident que les précipitines préparées contre 
un sérum inactiveront l’alexine qu’il contient, indépendamment 
de toute antialexine spéciale » [5]. 

I] nous a donc paru intéressant d’entreprendre quelques recher- 
ches a ce sujet. 


Nous avons injecté 4 2 lapins, par voie intraveineuse, 4 des inter- 
valles de trois &4 quatre jours, du sérum de cobaye normal (1 4 2 cm® 
par injection). Les animaux ont été saignés dix jours aprés la cinquiéme 
injection et le pouvoir précipitant de leur sérum, préalablement 
chauffé pendant trente minutes 4 56°, a été essayé en utilisant comme 
antigéne du sérum de cobaye. L’un des sérums (lapin gris) précipitait 
le sérum de cobaye a la dilution extréme de 1/10.000 (lecture aprés 
vingt-quatre heures), l’autre (lapin bleu) était actif sur le méme anti- 
gene dilué 4 1/1.000. Ces deux sérums possédaient donc un pouvoir 
précipitant assez 6levé vis-a-vis du sérum de cobaye. Sensibilisons & 
présent des globules rouges de mouton, lavés et ramenés au taux de 
5 millions par millimétre cube en mélangeant a 10 cm* de cette 
suspension 1 cm® de sensibilisatrice de lapin anti-globules de mouton, 
sensibilisatrice inactivée par chauffage 4 56° pendant trente minutes. 
Laissons au contact pendant une heure 4 37°, puis centrifugeons les 
globules. sensibilisés, éliminons le liquide surnageant et ramenons le 
culot au volume initial de 10 cm*® par addition d’eau physiologique. 
Nous scindons d’autre part de l’alexine de cobaye en sa fraction « glo- 
bulines » et « albumines » par la méthode de Liefman. 


Faisons remarquer ici que l’ordre dans lequel les divers com- 
posants de l’alexine agissent est le suivant : CAmGA,. Geet 
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enfin C’3. C’4 agissant en premier lieu, doit évidemment accom- 
pagner C’l lors “du fractionnement par la méthode de Liefman. 
Certains auteurs admettent que C’4 est associé a C’2, mais alors 
lexpérience de Ferrata et Brand devient difficile a comprendre, 
puisque d’autre part il est admis que C’4 doit se combiner avec 
le complexe antigéne-anticorps avant la fixation de C’l, ou tout 
au moins en méme temps. Quand nous faisons agir un sérum 
antialexique sur la fraction dite « globulines » de |’alexine (con- 
tenant C’l et peut-étre C’4), celui-ci peut neutraliser soit C’l, 
soit éventuellement C’4, soit les deux simultanément. Les mémes 
remarques s’appliquent a l’action du sérum antialexique sur la 
fraction dite « albumines », car cette fraction contient outre C’2, 
C’3 ; celui-ci se répartissant en effet au cours de la scission par 
la méthode de Liefman en parts a peu prés égales entre les deux 
fractions. Par conséquent, si au cours de ce travail nous uti- 
lisons uniquement les termes de C’l et C’2, afin d’éviter les lon- 
gueurs, nous ne nejetons pas une action possible du sérum anti- 
alexique sur C’3 ou C’4. 


Ajoutons 4 5 cm’ de la suspension de globules rouges sensibilisés 
20 cm* de la solution de C’l qui est diluée au 1/10 par rapport a 
Valexine primitive. Laissons en contact pendant une heure a 37°, 
puis centrifugeons et rejetons le liquide surnageant. Le culot de glo- 
bules rouges sensibilisés ayant fixé C’l est ramené au volume initial 
de 5 cm’. Prenons 2 cm* de cette suspension, ajoutons-y 0,5 cm? de 
sérum de lapin antisérum de cobaye chauffé a 56° (tube A). Ajoutons 
d’autre part & 2 cm® de cette méme suspension de globules rouges 
0,5 cm? de sérum de lapin antityphique (tube B), sérum également 
inactivé par chauffage 4 56°. Nous portons ces deux tubes 4 37° pen- 
dant une heure, centrifugeons ensuite les deux suspensions, décantons 
les liquides surnageants et ramenons les deux culots de globules a 
leur volume initial au moyen d’eau physiologique. 

Nous avons d’autre part établi deux séries de tubes contenant des 
quantités décroissantes de C’2, dilué au 1/10, les volumes des liquides 
de ces deux séries de tubes étant maintenus constants A 2 cm® par 
addition d’eau physiologique. Ajoutons 4 présent 4 la premiére série 
de ces tubes (série A), les globules provenant du tube A (globules 
sensibilisés + C’l + sérum anticobaye) a raison de III gouttes par 
tube. Ajoutons de méme aux tubes de la série B les globules du tube B 
(globules sensibilisés + C’l + sérum antityphique), portons a 87°. 

Faisons la lecture aprés trente minutes. 


c’2 eps SERIE A SERIE B 
2-( CMSs cic; sheen Sh PRE Poe ee 0 9 C 
1.5 CMT ay tc acre is, noe ie 0,5 cm? 0 C 
4 ome Sas ie eee AE Ser > Cite: AeCiis 0 C 
0,5 CMsi pias eee rec aes io em* 0 Inc 
0; 25;,Cmo~.5 cies we oeteee ren ar aes 4,75 cm? 0 PO 
0, A0\CmS: canascosc an io kon Sates 4,90 cm* 0 0 
On oe eG, eae See Ae eae 2 cm? 0 0 
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Ainsi des globules sensibilisés ayant fixé C’l, et mis ensuite 
au contact de sérum de lapin antisérum de cobaye ne s’hémo- 
lysent pas quand on les soumet ensuite a l’action de C’2. Au 
contraire, dans la série B on constate que des globules sensibi- 
lisés ayant fixé C’1 et mis au contact d’un sérum anti hétérologue 
(sérum antityphique) s’hémolysent parfaitement sous l’action de 
quantités adéquates de C’2. 

Or, dans cette expérience nous éliminons totalement la cause 
d’erreur invoquée pour nier |’existence des antialexines. En effet, 
nous faisons agir le sérum antialexique sur des globules sensi- 
bilisés ayant déja fixé C’1. Il est donc, cela va sans dire, impos- 
sible 4 ce C’l de se fixer sur un nouveau complexe anticorps- 
antigéne, né du mélange du sérum anticobaye et de l’alexine de 
cobaye. La seule éventualité possible est celle d’une fixation du 
sérum anticobaye sur le C’l, lui-méme fixé sur le complexe 
anticorps-antigéne formé par les globules rouges et la sensibili- 
satrice correspondante. 

I] s’agit done d’une neutralisation spécifique de C’l par son 
anticorps correspondant, ainsi que le montre bien l’action, nulle- 
ment empéchante, d’un sérum non spécifique sur le C’l fixé 
(tubes de la série B). Il est aisé de montrer que le sérum de lapin 
antisérum de cobaye, actif sur C’l de l’alexine, n’est pas sans 
pouvoir sur (’2. 


A cet effet, préparons deux tubes contenant chacun 10 cm? de 
solution d’ « albumines » (contenant C’2) diluée au 1/10. Au tube A 
ajoutons 2 cm® de sérum de lapin anticobaye, au tube B 2 cm? de 
sérum de lapin antityphique. Portons ces deux tubes pendant une 
heure 4 37°, puis établissons deux séries de tubes A et B, contenant 
des quantités décroissantes des liquides A et B; les volumes étant 
maintenus constants 4 2 cm? par addition d’eau physiologique. Ajou- 
tons ensuite A ces deux séries des globules rouges sensibilisés ayant 
fixé C’l, mais n’ayant subi aucun autre traitement et faisons la 
lecture aprés séjour de trente minutes a 37°. 


c'2 1 Syg) Bs SERIE A SERIE B 
PA Ta. See O hOe- bt cue ee eye O oe ONC 0 0 C 
bleh Gita Oo cmb Go mS Oe 9,5 cm* 0 C 
IAT PAS cil bP a it ae fede oka ae eee aE { cm} 0 C 
(WEY Wits Ss oberg uot ce Aoces oed 1,5 cm’ 0 Inc 
Oia Aen) BeagoD Oho 0 Oo. Ome 4,75 cm* 0 PO 
Wan rk S55 ceo Oo oO Oo bk 4,90 cm* 0 0 
Ore eee ees Gea ea Seah eerie on ace gecms 0 0 


Le chainon terminal, mélangé a du sérum anticobaye, est inca- 
pable de provoquer ]’hémolyse des globules rouges sensibilisés 
ayant fixé C’1 (série A) tandis que ceux-ci s’hémolysent parfai- 
tement en présence de quantités suffisantes de C’2 mélangé a du 
sérum antityphique. Cette expérience elle aussi évite toute pos- 
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sibilité de double interprétation. C’2 ne peut se fixer sur un com- 
plexe antigéne anticorps que si celui-ci a déja fixé le chainon 
moyen, c’est 1a un fait classique depuis les travaux de Ferrata 
et de Brand, Par conséquent, quand nous mélangeons la solution 
de C’2 et le sérum anticobaye, il se produit bien une réaction 
antigéne-anticorps entre ce dernier et les protéines de la fraction 
dite « albumines » du sérum de cobaye, mais on peut admettre 
une adsorption ultérieure de C’2 sur le complexe ainsi formé, 
car le mélange ne contient pas C’l. En réalité, le sérum de lapin 
antisérum de cobaye neutralise C’2, et cette neutralisation est 
spécifique, car un sérum de lapin antityphique n’a aucune 
influence sur la solution de C’2. Le chainon terminal, sur lequel 
s’est fixé lanticorps correspondant, est alors incapable de se 
fixer sur C’l adsorbé sur les globules sensibilisés, ou, s’il se 
fixe, de déterminer leur hémolyse. Quel est le comportement, 
quand on les met en présence d’alexine compléte, des globules 
sensibilisés, ayant adsorbé C’l et soumis ensuite 4 l’action du 
sérum anticobaye ? De tels globules, rappelons-le, ne se lysent 
pas au contact de C0’2. 


Pour répondre 4 cette question, procurons-nous, en utilisant la tech- 
nique exposée, une suspension de globules rouges ayant subi succes- 
sivement le contact de la sensibilisatrice, de C’l et du sérum 
anti-alexique. Préparons d’autre part deux séries de tubes, la série A 
contenant des quantités décroissantes d’une solution de (C’2, diluée 
au 1/10, la série B contenant des quantités décroissantes d’alexine diluée 
au 1/10. Ajoutons 4 ces deux séries la suspension de globules et fai- 
sons la lecture aprés trente minutes 4 37°. 


C’'2 ov ALEX. E.P. SERIE A SERIE B 
D2 CIOS Sct scdectysge oer ons: Pat erase mee 0 0 C 
4 OSCIN Sere sccdrc ee ic, ae route ee ee 0,5 em$ 0 C 
A CUE ee td ew ee tei) oe ae ane 0 C 
OS SCT Ay ae ecu eney iaaice soto aia 4,5: cm?* 0 Cc 
O 725 “crn ey anc.) soteee ole sec mS 4,75 cm? 0 C 
RE AIRC Crk ON. ars op er Ae cea en en a 4,90 cm? 0 PO 
OFF ats ote he RES emer col Toe: elle eRe 27cme 0 0 


Comme nous le montre la série B, l’alexine complete est 
capable d’hémolyser les globules en question, alors que C’2 n’agit 
point. En d’autres termes, la présence de l’antialexine, fixée 
sur C’l des globules, tout en empéchant C’2 de produire son 
effet, ne géne en aucune facon l’hémolyse par |’alexine complete. 
I] n’y a aucune raison d’admettre que le C’2 de l’alexine com- 
pléte se combine avec le O’1 déja fixé et « neutralisé » par l’anti- 
alexine, puisque C’2 isolé en est incapable. Il nous faut envi- 
sager que l’hémolyse observée est due a l’action et du C’l et 
du C’2 de l’alexine totale surajoutée (nous faisons abstraction 
bien entendu du réle de C’3 et de C’4). Par conséquent, cette 
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alexine surajoutée doit occuper, a la surface du globule rouge 
sensibilisé, des plages recouvertes de sensibilisatrice mais lais- 
sées libres lors du contact entre le globule sensibilisé et’ C’l. 
Pour que l’hémolyse d’un globule sensibilisé se produise, il n’est 
done point nécessaire que la membrane soit recouverte d’alexine. 
D’aprés les calculs de Brunius [6], 30 molécules d’anticorps 
suffiraient a sensibiliser un globule rouge, ces molécules cou- 
vriraient une surface égale A 0,001 p. 100 de la membrane. 
Abramson [7] et Heidelberger, Weil et Treffers [8] ont également 
envisagé cette question. D’aprés ces derniers auteurs, un globule 
rouge fixerait de 2.400 a 3.700 molécules de sensibilisatrice, et 
le pourcentage de la surface du globule occupée par ces molé- 
cules serait, selon les formules hypothétiques adoptées pour ces 
molécules, de 0,8 a 28 p. 100. Le C’l ne pouvant évidemment 
se fixer qu’aux endroits ayant fixé, probablement électivement, 
la sensibilisatrice, il va de soi que ces expériences démontrent 
également que l’action de lalexine, localisée a certains points 
de la membrane du globule, suffit 4 déterminer l’hémolyse. II 
est possible et méme probable que les globules sensibilisés que 
nous avons utilisés n’aient pas, lors de leur contact avec la 
solution de C’l, été saturés. En effet, si tous les groupements 
du complexe anticorps-antigéne capables d’adsorber des molé- 
cules de C’l avaient été saturés par celles-ci, bloquées 4 leur 
tour par l’anticorps correspondant, il n’y aurait plus eu de site 
sensibilisé disponible pour les molécules de C’l et de C’2 de 
l’alexine totale surajoutée, et lon n’aurait pas dt observer d’hé- 
molyse. Mais ceci ne modifie pas la conclusion que l’on peut 
tirer de cette expérience. 
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COMMUNICATIONS (SUITE ET FIN) 


ETUDE DES CARACTERES MORPHOLOGIQUES, 
PHYSIOLOGIQUES ET BIOCHIMIQUES 
. DE SPHEROPHORUS VARIUS 


par A. R. PREVOT, H. BEERENS et J. ZIMMES-CHAVEROU. 


En 1933, Eggerth et Gagnon ont décrit de nombreuses bactéries 
anaérobies Gram négatives non sporulées, parmi lesquelles B. varius 
qui, en raison de ses caractéres morphologiques, a été rattaché par 
Prévot en 1938 au genre Spherophorus (1). Cette bactérie n/’avait 
jamais été retrouvée, 4 notre connaissance, depuis cette époque. 

D’un pus qui nous a été adressé récemment par le professeur 
Ingelrans (2), pus prélevé chez un enfant dans un cas de sinusite 
purulente d’origine dentaire, pus extrémement fétide avec cedéme de 
la face, température a 40° et état général grave, nous avons isolé 
une souche trés caractéristique de Spherophorus varius, ce qui nous 
a permis de compléter la description originale. 

Morphologiquement, il ressemble énormément a Spherophorus fun- 
duliformis, mais présente une fréquence toute particuliére des grandes 
formes allongées a coloration inégale, scalariforme, donnant une 
image de streptobacille multivacuolaire. Les sphéroides sont trés 
nombreux et de belle taille et apparaissent précocement dans tous les 
milieux. En gélose profonde, les colonies sont nettement lenticulaires 
et le gaz est abondant et fétide. En bouillon VF glucosé, il pousse 
abondamment en donnant un trouble uniforme et une grande quan- 
tité de gaz fétides. La gélatine n’est pas liquéfiée ; le lait n’est pas 
coagulé. Les protéines ne sont pas attaquées. Les glucides suivants : 
glucose, lévulose, maltose, galactose, saccharose, lactose, sorbite et 
glycérine sont énergiquement fermentés. Le rouge neutre est réduit 


(1) A.-R. Privor, Manuel de Classification des Anaérobies, Paris, 1940, 
Masson, éditeur. 


(2) Professeur de Clinique chirurgicale infantile A l’hopital Saint-Sauveur, 
a Lille, que nous remercions vivement. 
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en vVingt-quatre heures ; la safranine n’est pas touchée. Il ne réduit 
pas les nitrates en nitrites. 

Le bouillon VF glucosé est vigoureusement fermenté. Parmi les 
produits de fermentation on trouve de l’indol, des traces de scatol, 
~SH?, NH® (0,299 g. p. 100), des amines volatiles, des aldéhydes, des 
cétones (dont l’acétone), des alcools, de l’acétylméthylearbinol ; 1’aci- 
dité volatile totale atteint 0,1485 g. p..100 et consiste en un mélange 
d’acides butyrique et acétique dans la proportion de 3 A 4 pour 1. Il 
y a également production d’acide lactique, mais pas d’acide succinique. 

Le pouvoir pathogéne de cette souche s’est montré nul pour le 
cobaye et le lapin. Dans les cultures méme jeunes nous n’avons pas 
trouvé d’hémolysine ni de toxine. Les sérums. anti-funduliformis et 
anti-necrophorus n’agglutinent pas notre souche. Enfin nous avons 
constaté que 5 unités Oxford de pénicilline inhibaient totalement toute 
culture. 

Voici dénc une espéce nettement caractérisée par ses propriétés 
physiologiques et biochimiques. Il est possible qu’elle ait été souvent 
confondue avec Spherophorus funduliformis. Mais l’absence de coagu- 
lation du lait, l’absence d’hémolysine, la production de scatol et 
d’acétylméthylcarbinol, la non-production d’acide succinique l’en 
différencient nettement. 

Cette étude prouve une fois de plus que les nombreux anaérobies 
ressemblant morphologiquement & Spherophorus funduliformis n’ap- 
partiennent pas tous a cette espéce et qu’il faut rechercher atten- 
tivement leurs caractéres différentiels. On connait actuellement 
19 espéces appartenant au genre Spherophorus qui sont morphologi- 
quement indiscernables. Ce n’est que par l’étude physiologique, bio- 
chimique et pathogénique qu’on peut les distinguer, et c’est cette 
distinction exacte des espéces en cause qui permettra de résoudre 
divers problémes concernant les infections humaines et animales 
causées par ce groupe important : guérison spontanée de septicémies 
attribuées a Spherophorus funduliformis (considérées comme mor- 
telles en général), chimiothérapie et pénicillothérapie de ces infections. 


(Unstituts Pasteur de Paris et de Lille.) 


DETERMINATION DES ACIDES VOLATILS 
PAR LA METHODE DE DUCLAUX 


CAS DE L’ACIDE VALERIANIQUE 
par P. BRECHOT, J. APPERT et M" A. PLESSIS. 
Les constantes de distillation de l’acide valérianique, que Duclaux 
a indiquées dans sa méthode de détermination des acides volatils (1), 


ont été établies pour l’acide iso-valérianique (2). Ayant commencé un 


(1) E. Ducraux, ces Annales, 1895, 9, 265. 
(2) E. Ductaux, C. R. Acad. Sci., 1887 105, 171. 
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travail ou la détermination des acides volatils est capitale dans 1’étude 
d’une fermentation, il nous a paru utile d’étudier le cas de l’acide 
valérianique normal. 

Lasserre, en 1907 (3), a donné, pour cet acide, les chiffres de la 
distillation de Duclaux aux 10/11 (3 bis). Mazars (4), citant le travail 
de Lasserre, conclut que l’acide est impur : la formule de Lord 
Rayleigh, que Jaulmes (5) met sous la forme : 


log An—1—log An 
R= log Mn —1— log Mn 

ot An—1et A, sont les poids de la substance contenue dans le liquide, 
avant et aprés la distillation de la fraction, Ma—1 et Mn étant les 
masses de liquide A ces mémes moments, donne des valeurs de K 
variables pour chacun des fractionnements. 


Knetemann (6) raisonne de la méme facon lorsqu’il applique une 
formule semblable : 


ot! 1 au numérateur représente la quantité d’acide au début de la 
distillation ; 

1 au dénominateur représente le volume de liquide au début de la 
distillation ; 

y au numérateur représente Ja quantité d’acide distillé ; 

x au dénominateur représente le volume de liquide distillé, 
et conclut de méme a l’impureté de l’acide isovalérianique de Duclaux : 
les fractionnements de la distillation aux 10/11 conduisent a une 
constante K qui varie de l’un & 1’autre. 

Pour lever cette indétermination, nous avons entrepris de vérifier 
les constantes de distillation de Duclaux pour chacun des acides valé- 
rianiques. 

L’acide valérianique normal (acide valérianique normal Merck) que 
nous avons utilisé (7) avait les constantes physiques suivantes 

Le dosage alcalimétrique de cet acide en solution aqueuse a donné, 
pour celui-ci, une teneur de 100 p. 100, calculée en acide valérianique. 

3 g. de l’acide pur sont dilués & 125 cm’, 20 cm? de la solution 


(3) LasserRRE, ces Annales, 1907, 24, 76. 

(3 bis) L’auteur donne dans ce mémoire les chiffres ayant trait a l’acide 
isobutyrique ; il est & remarquer que ceux-ci sont sensiblement identiques 
a ceux de l’acide valérianique normal : il est évident que si l’on est en 
présence de l'un ou lautre de ces acides ou d’un mélange des deux, on 
ne peut différencier ces acides par la distillation fractionnée de Ducravx ; 


il y a la une indétermination analytique, sur laquelle les auteurs ne 
semblent pas avoir suffisamment insisté. 


(4) Mazars, Thése de Pharmacie, Montpellier, 1933. 

(5) JaAuumes, Thése, Paris, 1932. 

(6) Kneremann, Rec. Trav. Chim. Pays-Bas, 1928, 47, 950. 

(7) Nous remercions M. Cnasnay, assistant de M. GavuLt, professeur de 


chimie au P.C. B., d’avoir bien voulu mettre A notre disposition un échan- 
tllon d’acide valérianique normal pur. 


pet 
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TasLeau I, 
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aes par les auteurs (1) 
Indiceide réfraction. ~..4 6... « a 4,4435 1,41049 
Make 150 
DONSILC a icaie marti o ee ce te & Ds 0, 9435 0, 9437 
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(1) Traité de Chimie Orqanique, Masson et C's, éditeur, 1939, 9, 307. 


diluée au 1/5 sont titrés par l’eau de chaux en présence de phénol- 
phtaléine. 

Premier essai : 24,85 cm* eau chaux titre 0,0378 N, 

Deuxiéme essai : 24,85 cm? eau chaux titre 0,0378 N, 
dot richesse de l’acide caleuie en acide valérianique 


425 9975 
24,85 X 0,0378 X 0,102 X 55 XX a= 2 as 


Pour établir les constantes de distillation de Duclaux de cet acide, 
nous avons ainsi procédé : 

110 cm* de la liqueur précédente (8 g. d’acide pour 125 cm‘) 
sont distillés selon Duclaux en 10 fractions de 10 cm, sans qu’elles 
soient titrées ; on étend chacune d’elles 4 110 cm’, que l’on soumel 
au dosage de Duclaux normal. 

Dans le tableau II ont été consignés les résultats obtenus pour les 
5 premiéres fractions, la dilution des fractions suivantes ayant empéché 
de poursuivre le dosage. On remarque que chacune de ces fractions 
donne des constantes de Duclaux, qui sont bien constantes aux varia- 
tions expérimentales prés : l’acide est donc pur. 

Une expérience préliminaire avait montré que la quasi-totalité de 
l’acide passait 4 la distillation des 10/11, l’acidité des 110 cm? était 
de 88 cm® d’eau de chaux (tableau III). 

Les chiffres de Lasserre (3) sont sensiblement identiques. 

Pour l’acide isovalérianique nous avons opéré de méme : 110 cm* 
d’une liqueur aqueuse 4 2 g. de l’acide pur Poulenc pour 100 cm? 
sont soumis a la distillation fractionnée de Duclaux sans titration des 
prises. Chacune d’elles diluée 4 110 cm* est soumise a Ja titration 
proprement dite de Duclaux. 

Les chiffres obtenus pour les 7 premiéres prises, relatifs 4 la distri- 
bution de l’acide dans le distillat en pour 100, sont consignés dans 
le tableau IV ; on peut en conclure que l’acide est pratiquement pur 
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TABLEAU II. 


FRACTION I FRACTION II FRACTION III 


Centimétres cubes 
deau de chaux 
ramenés a 100 

Centimétres cubes 
d'eau de chaux 

Chiffres 
ramenés a 100 

Centimétres cubes 

deau de chaux 
Chiffres 
ramenés a 100 


Lot) 
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a3 
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TaBLeau III. 


CENTIMETRES 


CENTIMETRES 
CUBES 


CUBES CHIFFRES eau 


d'eau 
de chaux |ramenés a100| 4 eas 


trouvés Acidité totale 


FRACTION V 


Ceniimétres cubes 
deau de chaux 
Chiflres 
ramenés a 100 
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CHIFFRES DE LASSERRE (3) 


dans les 3 premiéres prises ; on voit apparaitre ensuite un acide moins 


volatil, impureté souillant ]’acide initial (8). 


On remarque encore que l’on a obtenu les chiffres que Duclaux a 


donnés dans sa méthode classique. 
Ces résultats permettent la conclusion suivante : 


Les formules mathématiques de la distillation de Lord Rayleigh- 


(8) On sait que l’acide isovalérianique pur du commerce contient de 
faibles quantités d’acide acétique, produit secondaire de Yoxydation de 
Yalcool isoamylique. L’acide utilisé n’avait pas d’activité optique, ce qui 
supprime la présence possible de l’acide méthyléthylacétique. 
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TasLeau IV. 


CHIFFRES 
de Duclaux 
4"° FRACTION 
2° FRACTION 
8° FRACTION 
4° FRACTION 
5° FRACTION 
6° FRACTION 
7° FRACTION 
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Jaulmes ou de Knetemann sont l’expression d’une distillation idéale 
‘ou, A chaque instant, la concentration de l’acide dans la vapeur est 
proportionnelle & la concentration de l’acide dans la liqueur ; elles ne 
tiennent pas compte de phénoménes perturbateurs tels que la conden- 
sation et la rétrogradation dans le col du ballon, la dissociation 
ionique, les ions n’étant pas volatils. 

Nos résultats ont été obtenus en nous conformant aux conditions 
suivantes : 

Le temps de distillation est de quarante minutes ; 

Le ballon utilisé est un ballon & fond rond de 300 cm$ ; 

La hauteur du col du ballon est égale 4 3 cm., la partie verticale 
ascendante du tube du réfrigérant, ot s’engagent les vapeurs émises 
dans le ballon avant de se condenser dans le réfrigérant, a une lon- 
gueur de 6 cm. 

Les critiques précédentes ne peuvent donc étre retenues et la 
méthode de Duclaux reste parfaitement valable si les conditions du 
dosage, précédemment indiquées, sont respectées. 


(Institut Pasteur, Service des Fermentations 
et Centre d’Etudes et de Recherches Techniques du Pétrole, 
des Carburants et des Lubrifiants.) 


SUR UN 7RICHOPHYTON RUBRUM D’ORIGINE AFRICAINE 


par G. SEGRETAIN. 


Le malade, qui s’est présenté a notre laboratoire, arrivait du 
Cameroun ow il avait contracté une mycose depuis plus de cing ans. 

Il s’agissait d’une épidermomycose du type « eczéma marginatum » 
accompagné d’onychomycose. 


396° ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Fic. 14. — Filaments de Trichophyton rubrum dans une;squame. X 480. 


Fie. 2. — Trichophyton rubrum : forme «acladium 


» et fuseaux. x 4.000 
(Cliché Jeantet.) 
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Des squames furent prélevées sur les bords d’une lésion en pleine 
6volution. Leur examen entre lame ct lamelle dans la _ potasse 
& 40 p. 100 aprés ébullition, a montré qu’il s’agissait d’un cham- 
pignon cloisonné parfois trés abondant. 

L’isolement du parasite sur milieu de Sabouraud ou de Raulin en 
cellules de Van Tieghem, aprés traitement des squames pendant une, 
trois et-sept minutes dans l’alcool absolu, a permis d’obtenir d’emblée 
des cultures pures du parasite. 

Des cultures en cellules, repiquées sur un milieu de Sabouraud 
fait avec du maltose pur au lieu de maltose brut, ont donné des 
colonies bien développées, blanches, plates, poudreuses, formant au 
centre une masse compacte légérement surélevée puis une zone pou- 
dreuse clairsemée entourée de plusieurs auréoles blanchatres. La face 
inférieure des colonies était légerement ocre. 

Les cultures secondaires ont été faites sur gélose de Sabouraud au 
maltose brut ou au glucose R. A. L. ou simplement peptonée sans 
sucre. Aprés un mois de culture, les colonies présentaient 1l’aspect 
suivant : 

Colonies trés surélevées, blanches, pruineuses, formant de nom- 
breuses circonvolutions de forme quelconque ; en gélose maltosée et 
en gélose glucosée, les colonies se sont rapidement et profondément 
craquelées, il s’est formé autour d’elles des auréoles filamenteuses 
compactes, plus étroites sur milieu maltosé, enfin le pourtour des 
colonies et leur face inférieure était rouge foncé en gélose maltosée 
et rouge violacé en gélose glucosée. Sur milieu peptoné, non sucré, 
les circonvolutions étaient peu profondes, finement craquelées, il ne 
se formait pas d’auréole autour des colonies, et le milieu ne s’est 
pas coloré. 

L’aspect des cultures et le rougissement des milieux sucrés ont fait 
penser 4 un Trichophyton rubrum, diagnostic qui a été confirmé par 
culture sur lame. On y voit un mycélium cloisonné de 2 y, de large, 
de nombreux fuseaux cloisonnés, allongés, en forme de massues, 
mesurant 30 a 60 y, de long sur 4 a 6 y, de large, des appareils spori- 
feres relativement simples, mais présentant cependant quelques rami- 
fications en croix, et portant des aleuries de 2 4 4 x 2 y,. On ne trouve 
pas de vrilles bien formées. 

Le Trichophyton rubrum, découvert en 1909, 4 Ceylan, par Castel- 
lani, me se trouve pas en général en Afrique ; on le trouve surtout 
en Asie, aux Antilles et en Amérique. 
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Séance du 7 novembre 1946. 


Présidence de M. MaGrou. 


GOMMUNICATIONS 


HOMOGENEISATION DES CRACHATS 
ET DES EXSUDATS PATHOLOGIQUES 
PAR LA DIGESTION PAPAINIQUE 
EN VUE DE LA RECHERCHE DU BACILLE DE KOCH 


par P, SEDALLIAN et R. CARKAZ. 


Nous avons pensé utiliser la digestion papainique pour l’homogénéisa- 
tion des crachats en vue de la recherche du bacille de Koch. 

Des méthodes faisant intervenir des processus protéasiques ont déja 
été proposées. Ainsi, l’autolyse spontanée des crachats a été préconisée 
par Favre et Devuns. C’est une digestion pancréatique de vingt-quatre 
heures 4 87° que signalent Spengler (1), Van Philipp. La digestion 
pepsique fut étudiée par Jousset pour le sang et les épanchements 
séro-fibrineux, puis par Fernbach et Rullier (2) pour des cultures de 
bacilles de Koch. 

La papaine, d’un usage fréquent en bactériologie, entre dans la 
préparation des milieux servant 4 la production des toxines diphté- 
rique et tétanique (méthode Ramon). Ferment protéolytique puis- 
sant, son activité est optima 4 un pH voisin de 7 et A une tempéra- 
ture comprise entre 50° et 70°. 

L’application que nous en avons faite 4 lhomogénéisation des expec- 
torations nous a donné des résultats satisfaisants. La technique 
employée est de réalisation facile. 

Technique: Le crachat (4 & 5 cm® environ) est recueilli dans un 
tube a centrifuger stérile. On l’additionne de 0,05 & 0,10 g. de poudre 
de papaine (titre 80) ou mieux, de 1 cm? d’une solution stérile obtenue 
en dissolvant 20 g. de papaine dans 200 cm® d’eau a 20° ; cette solu- 
tion filtrée successivement sur papier, puis sur bougie L3 pour en 
assurer la stérilité, est conservée 4 la glaciére. Le mélange est réalisé 
au moyen d’un agitateur de verre stérile. 


(1) Deutsch. med. Wochensehr., 1895, 244. 
(2) FERnBAcH et Rutumr font agir la pepsine sur des cultures de bacilles 


de Koch dont la virulence reste sensiblement intacte. C. R. Acad. Sci., 
1922, 4174, 781. 
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Le tube est porté au bain-marie A 60°, pendant quarante-cing 
minutes. La fluidification, qui commence dés les quinze premiéres 
minutes, est pratiquement compléte aprés trente minutes, de sorte 
que, la viscosité du liquide obtenu étant voisine de celle de l’eau, il 
est inutile d’ajouter de l’alcool pour modifier la densité et favoriser 
la sédimentation du bacille de Koch. 

Le tube retiré du bain-marie est simplement refroidi puis centri- 
fugé pendant vingt minutes. Le culot étalé sur lame est coloré sui- 
vant la méthode de Ziehl, technique de Bezancon et Philibert : déco- 
lorations successives au moyen d’acide nitrique au tiers et d’alcool 
absolu. 

Les préparations examinées montrent que, dans ces conditions, la 
plupart des bactéries ont disparu ; les polynucléaires et les cellules, 
altérés, ne sont pas complétement lysés. Les bacilles de Koch, conser- 
vant leur forme et leurs affinités tinctoriales, se reconnaissent faci- 
lement sur un champ bleuatre, parsemé de débris (mucus, cellules). 

La concentration en bacilles, déterminée a l’examen microscopique, 
est de dix, c’est-a-dire qu’un crachat ne montrant a l’examen préa- 
lable qu’un bacille de Koch en dix champs, présente, aprés cette 
é€preuve, un bacille par champ. 

La digestion peut d’ailleurs étre poussée plus loin. Aprés quarante- 
huit heures, aucune cellule, aucune bactérie autre que le bacille de 
Koch n’est décelable sur les préparations. Le culot de centrifugation 
de ces crachats ainsi traités, ensemencé sur des milieux ordinaires, 
ne détermine la végétation d’aucun microbe, mais l’inoculation au 
cobaye a permis, dans quelques expériences, de tuberculiser |’animal. 

Ainsi, de toutes les bactéries rencontrées dans |’expectoration des 
tuberculeux, seul le bacille de Koch montre une résistance remar- 
quable a l’action de la papaine. 

Ce procédé de concentration est trés simple, réalisable en série et 
iJ présente les avantages d’une manipulation facile. I] peut étre 
appliqué systématiquement A toute recherche de bacille de Koch dans 
les crachats. Par ailleurs, nous poursuivons nos recherches sur 
l’action des protéases sur les bactéries acido-résistantes ou non. 


SUR LE CYCLE D’APPARITION 
DES BACILLES TYPHO-PARATYPHIQUES 
DANS LES SELLES AU COURS DE LA PHASE AIGUE 
DE LA DOTHIENENTERIE 


par P. SEDALLIAN, A. BERTOYE et M™- MARK. 


Topley et Wilson, groupant les résultats de plusieurs travaux, 
paraissent bien admettre que les bacilles typhiques ou paratyphiques 
apparaissent dans les selles des malades au cours de la premiére 
semaine, le pourcentage des cultures positives augmentant jusqu’a la 
fin de la deuxitme semaine d’évolution de la fiévre typhoide. 
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De Lavergne, au cours de ses études expérimentales sur la dothié- 
nentérie, note que, lors de la primo-infection intestinale de Vanimal, 
le germe ne passe pas dans les selles. C’est vers le quinziéme jour 
apres l’infestation, cing jours aprés la présence constatée_ du_bacille 
dans le sang, que 1’élimination fécale de bacilles se produit. 

Nous avons voulu rechercher s’il existait un cycle dans lélimi- 
nation fécale des bacilles paratyphiques ou typhiques au cours de la 
maladie humaine spontanée pendant la période aigué fébrile, étant 
entendu que le portage précoce, secondaire ou tardif reste toujours 
possible, comme cela est admis et contrdlé depuis longtemps. 

Nous avons prélevé systématiquement les matiéres fécales de nos 
malades, dés le début de leur hospitalisation et avons poursuivi a 
intervalles rapprochés la recherche des bacilles typhiques ou _para- 
typhiques. 

La méthode utilisée était celle que préconise Kauffmann et sur 
laquelle R. Sohier est revenu récemment : 

Enrichissement sur bouillon au tétraionate de soude, isolement par 
culture en strie sur milieu de Christensen-Jurgens préconisé par 
Kauffmann ; ; 

Isolement des germes et leur identification biologique et sérologique. 

Cette exploration ne pouvant étre effectuée que sur des malades 
entrant & la fin du premier septenaire au plus tard, nous n’avons pu 
retenir que ceux chez lesquels cette recherche a pu étre conduite trés 
correctement. Nous présentons donc des résultats préliminaires, mais 
qui cléturent les recherches de la campagne typhique de 1946. 

Nous avons compté les jours de maladie a partir des premiers symp- 
tomes cliniques présentés et non de la date probable de contamina- 
tion, plus difficile 4 préciser. Nos cas sont groupés dans le tableau 
annexé. 

Les cas se dénombrent de la facon suivante : 

1° Les cas 1, 2, 3 ayant une hémoculture positive toujours constatée 
avant lapparition des germes dans les selles, ces derniers vus aprés 
des examens négatifs ; 

2° Les cas 4, 5 avec hémocultures négatives et mémes constatations 
dans les selles ; 

3° Les cas 6, 7, 8, 9 ol nous avons constaté les germes dans les 
selles d’emblée sans examen négatif préalable, ce qui ne nous permet 
pas de fixer la durée de présence du germe dans les selles ; 

4° Le cas n° 10 est celui d’une convalescente. 


INTERPRETATION DES RESULTATS. — 1° L’apparition des germes dans 
les selles se fait entre le treizitéme et le vingt et uniéme jour aprés le 
début clinique de la maladie, soit environ vers la fin du deuxiéme 
septenaire ou le début du troisitme. Plus tard que ne le notent les 
classiques ou les recherches expérimentales de De Lavergue qui les 
met au cinquiéme jour de la septicémie, dont l’apparition est A peu 
prés contemporaine du début des signes cliniques aigus ; 

2° La présence du germe pendant quatre a dix jours, en moyenne 
six jours dans les selles correspond A un vrai cycle du germe dans 
l'intestin, alors que les classiques admettent une élimination crois- 
sante puis décroissante & mesure que le pourcentage d’hémocultures 
positives va lui-méme en diminuant. 
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L’interprétation de ce cycle microbien est discutable. aia es 

a) On peut invoquer la concurrence microbienne avec le colibacille- 
Ce dernier, momentanément submergé par une élimination brusque 
de bacilles typhiques par la bile vers le quinziéme jour, redeviendrait 
prédominant dés que les bacilles typhiques deviennent plus rares ; 

b) Le réle du bactériophage peut étre admis. Nous avons cherché 
4 le préciser. Dans un seul cas (cas 5) nous avons trouvé un bactério- 
phage en appliquant la technique de d’Hérelle. Le bacille typhique 
avait alors disparu des selles depuis quelques jours. 

Dans 4 autres cas nous n’en avons pas trouvé. 

Conclusion : On doit admettre que l’apparition du germe dans les 
selles au cours des fiévres typhiques se fait vers le quinzi¢tme jour 
aprés le début clinique de la maladie. Le germe ne persiste que six 
a huit jours puis disparait des selles, quitte 4 reparaitre ultérieu- 
rement chez les porteurs de germes. On a donc un cycle particulier 
d’apparition du germe dans 1’intestin. 


UN PROCEDE DE STABILISATION DE L’ANTIGENE O 
POUR LA PRATIQUE DU SERO-DIAGNOSTIC 
QUALIFICATIF DE LA FIEVRE TYPHOIDE 


par MM. ANDRIEU, AVERSENQ, M=* ENJALBERT et M. MONNIER. 


A la suite de Felix et Gardner qui ont établi les bases de la méthode 
moderne de séro-diagnostic de la fiévre typhoide, de nombreux auteurs 
se sont attachés a cette question. 

Tous ont reconnu la nécessité d’adopter cette technique nouvelle 
qui apporte deux modifications essentielles : 

La recherche séparée des agglutinines O et H, 

La standardisation des souches et de la technique afin d’éviter les 
discordances dans les résultats des divers laboratoires. 

Parmi les éléments de cette standardisation, notons 1l’importance 
que présente l’utilisation d’émulsions de germes tués standardisées 
a l’aide de sérums étalons. 

Les émulsions stabilisées présentent sur les émulsions vivantes pré- 
parées extemporanément des avantages incontestables. 

La sélection des colonies 4 partir des souches conservées dans les 
laboratoires, le titrage de la concentration en germes, le contrdle par 
des sérums étalons, sont faits une fois pour toutes pour une grande 
quantité d’émulsion. 

Si Von arrive 4 distribuer aux laboratoires ces suspensions stabilisées 
comme cela se pratique pour le séro-diagnostic de la fiévre ondulante, 
on aura mieux encore réalisé l’unification d’une série d’éléments 
variables, risquant d’influer sur le résultat. 

C’est donc dans ce sens (de l’utilisation des émulsions stabilisées) 
que nous avons dirigé depuis longtemps nos recherches. Or, dés le 
fébut, nous avons été frappés par ce fait confirmé par un autre 
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auteur (Mérieux, Annal. Biologie clinique, mars 1944) que le formo- 
lage procédé de stabilisation uniformément adopté, s’il laisse intacts 
les antigénes flagellaires, fait perdre & la souche 0.901 son aggluti- 
nabilité. 

C’est pourquoi, dans la premiére partie de nos recherches, nous 
avons adopté pour ]’étude de |’antigéne somatique du bacille d’Eberth, 
la souche 0.901, vivante émulsionnée extemporanément au moment 
de chaque séro-diagnostic. 

Plus récemment, dans un but de simplification et pour faire béné- 
ficier la souche 0.901 des avantages de la suspension stabilisée, nous 
nous sommes adressés, pour remplacer le formol, 4 l’acide phénique 
qui, on le sait, respecte les antigénes somatiques. 

Dans une série d’essais, nous avons effectué des séro-diagnostics, 
parallélement, avec la souche 0.901 vivante et la méme souche stabi- 
lisée par l’acide phénique 4 des concentrations variables, et cela sur 
des sérums de sujets normaux, de sujets atteints de typhoide, de 
vaccinés, etc. 

Nous avons aussi déterminé le mode de préparation et le degré de 
phéniquage qui convenaient le mieux pour conserver 4 1’émulsion 
stabilisée la méme agglutinabilité que l’émulsion vivante prise comme 
étalon. 

Nous avons dt nous arréter au taux de 0,1 g. p. 100 d’acide phé- 
nique. (Des concentrations supérieures font varier les taux d’agglu- 
tination). 

Toutefois, l’acide phénique a cette concentration est insuffisant 
4 lui seul pour tuer les germes. L’émulsion doit étre au préalable 
stérilisée par une température de 66° pendant une heure. 


MoprE DE PREPARATION DE LA SUSPENSION PHENIQUEE 0.901. — La culture 
de vingt-quatre heures de la souche 0.901 issue elle-méme d’une 
colonie lisse est émulsionnée dans un flacon a fermeture canette, 
contenant de l’eau physiologique 8,5 g. p. 1.000 stérilisée, jusqu’a 
obtenir la densité de 1 milliard de germes environ (a défaut de photo- 
métre, cette concentration peut étre évaluée par comparaison avec le 
tube de la gamme de Mestrezat correspondant a 0,10 g. d’albumine). 
Le flacon est fermé hermétiquement et plongé complétement dans un 
bain-marie A la température constante de 56° pendant une heure. 

Au sortir du bain-marie et aprés refroidissement, 1’émulsion ainsi 
stérilisée est additionnée de 0,1 p. 100 d’acide phénique (en ajoutant 
par exemple 1 cm® de solution d’acide phénique 4 10 p. 100 pour 
100 cm? d’émulsion). 

La suspension ainsi préparée maintenue en glaciére conserve ses 
propriétés pendant plusieurs mois. 


DISCUSSION. 


M. Bonneror : l'Institut Pasteur prépare et délivre aux laboratoires 
des émulsions spécifiques H et O des différentes Salmonella, de méme 
que des sérums agglutinants étalons. Ces sérums et émulsions, 
adressés aux Laboratoires des Standards du Medical Research Council, 
& Londres, furent reconnus de valeur égale 4 ceux délivrés par ce 


laboratoire 
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Il est admis universellement que le formol n’altére pas l’aggluti- 
nabilité H d’une souche, mais agit sur son agglutinabilité O. Ce phé- 
noméne, bien connu, fut signalé depuis longtemps par Felix et 
Kauffmann. 

M. Andrieu et ses collaborateurs ont utilisé primitivement la 
souche 0.901 vivante. Or, cette souche posséde toujours un peu d’anti- 
gene H (voir a ce sujet l’article: « Diagnostic sérologique des infec- 
tions A Salmonella.I : le séro-diagnostic, par M™° J. Grabar et A. Bon- 
nefoi. Ces Annales, 1946, 72, 745). De plus, dans un certain nombre 
de cas, l’émulsion de la souche 0.901 a donné des résultats négatifs 
chez des sujets dont la maladie avait été confirmée par hémoculture, 
et pour lesquels le séro-qualitatif 4 l’aide d’une souche d’Eberth anti- 
eéniquement compléte fut positif. Ils utilisent actuellement le phénol 
pour la conservation des émulsions de la souche 0.901 et signalent 
eux-mémes que le phénol, & une certaine concentration, entrave le 
phénoméne d’agglutinabilité. Hs lutilisent donc 4 un taux tel que 
le corps n’a plus une action bactéricide suffisante. Et ils doublent 
l’emploi du phénol par un chauffage d’une heure 4 56°, alors que le 
chauffage seul assurerait la stérilité de l’émulsion ; en outre, il peut 
en diminuer les qualités. 

Les émulsions O pour les différentes Salmonella sont obtenues en 
traitant les corps bacillaires recueillis aprés culture de vingt-quatre 
heures 4 37° par de l’alcool A 96°, & volume égal; puis dilution de 
cette émulsion a opacité voulue. Par cette méthode, 1]’émulsion est 
stérilisée et garde ses qualités. Ce procédé est devenu classique et est 
utilisé dans les différents pays. 


TREPHONES D’ORIGINE MICROBIENNE 


par E. LASFARGUES et A. DELAUNAY. 


Le plus souvent, les bactéries, qui viennent contaminer accidentel- 
lement des tissus mis en culture par la méthode de Carrel, les tuent. 
Parfois, les germes et le tissu proliférent céte A céte, indifférents, 
exception faite d’une phagocytose plus ou moins marquée. Parfois 
enfin, la présence des microbes excite la croissance cellulaire. Cette 
derniére éventualité est assurément rarissime (1). Nous venons de la 
rencontrer ; aussi croyons-nous intéressant de rapporter notre obser- 
vation. 

Une culture de rate de cobaye adulte était entretenue A 37°, en 
goutte pendante dans un milieu composé de plasma hépariné et 
d’extrait embryonnaire de cobaye. Au troisitme passage, cette culture 
fut infectée spontanément par un germe de l’air (non identifié). Elle 
resta cependant satisfaisante ; de nombreux macrophages émigrérent 


(1) Elle a été signalée notamment par H. F. Smyta, J. exp Med.. 1915 
2, 103 et 1916, 23, 265; Zentralbl. Bakt., 1915, 76, 12. ‘ eis, 
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dans le milieu ; quelques fibroblastes sortirent de l’explant. Cette 
culture de fibroblastes devint brusquement plus importante, deux 
jours aprés le repiquage, au contact de la colonie microbienne. De 
toute évidence, elle était favorisée, en cet endroit, par la présence du 
germe (voir photomicrographies). 

Nous avons recherché le mécanisme de cette action favorisante. A 
priori, on pouvait envisager deux éventualités. Une tréphone particu- 


Fic. 1. — Tréphones d'origine microbienne. Remarquer, a gauche, le tissu 
cultivé, & droite, la colonnie microbienne. Les cellules libres, arrondies, sont 
des macrophages, les cellules allongées, plus pales, des fibroblastes. Noter 
l'importance de la réaction fibroblastique, au contact des bactéries. (Photo- 
micrographie Jeantet.) 


liérement active s’était formée dans le milieu de culture par suite de 
la modification d’un des constituants de ce milieu sous l’action d’une 
diastase microbienne. Plus simplement, on pouvait admettre qu’un 
constituant bactérien, libéré lors de l’autolyse de certains germes, 
avait excité directement la croissance des fibroblastes. Nous avons pensé 
que cette derniére hypothése était la meilleure. Mais de quel consti- 
tuant s’agissait-il? Il faut incriminer ici, croyons-nous, le constituant 
nucléoprotéidique pour deux raisons essentielles : 

a) Parce qu’il est, quantitativement, dans la cellule microbienne, le 
plus important. 

b) Parce que plusieurs travaux, parus depuis 1939, tels ceux de 
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Fischer (2), de Tennant (8), de Davidson et Waymouth (4), etc., 
iendent a faire des nucléoprotéines ou de certains de leurs composants 
d’authentiques tréphones (5). 

L’observation accidentelle que nous avons décrite plus haut nous 
a incités & reprendre les recherches de ces auteurs. Nos constatations 
seront rapportées ultérieurement en détail. Nous en ferons simplement 
ici un bref résumé. 

Nous nous sommes servi de deux acides nucléiques. Le premier, 


Fic. 2. — Cest la photomicrograpnie n° 1, vue & un plus fort grossissement. 
(Photomicrographie Jeantet.) 


qui avait été retiré du bacille typhique, ajouté 4 des fibroblastes pro- 
liférant in vilro a géné leur croissance ; le second, qui provenait d’une 
levure, a exercé en revanche, bien que tardivement, une action favo- 
risante sensible. Des nucléotides obtenus par dégradation d’un acide 
nucléique de levure ont, dans l’ensemble, augmenté la vitalité de nos 
cultures de fibroblastes ; plusieurs jours aprés le repiquage, alors que 
les cultures témoins étaient déja en pleine dégénérescence, celle qui 
avaient recu les nucléotides restaient en bon état (cellules réfringentes, 
non granuleuses). Divenses solutions d’adénine (variables par leur 


(2) Biology of tissue cells, 1 vol., 1946, Cambridge Univ. Press. 

(3) Proceed. Soc. exp. Biol. Med. a. Med., 1941, 46, 18; Cancer Res., 
1942, 2, 218. 

(4) Quaterly J. exp. Phys., 1944, 33, 19; Biochem. J., 1945, 39, 188. 

(5) On pourra consulter sur ce sujet notre revue générale : Notions nou- 
velles sur les tréphones de Carrel. Année Biol. 1946, 22, 271. 
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concentration) n’ont exercé sur nos cultures aucun effet excitant. Elles 
se sont montrées pluté6t inhibitrices. 

Ces résultats nous paraissent intéressants 4 signaler, aa moment ou 
l’on fait des nucléoprotéines le squelette chimique essentiel des cellules, 
ou l’on admet, pour reprendre une expression de notre maitre A. Boi- 
vin, que ces principes « forment la pierre angulaire de l’organisation 
caractéristique de la matiére vivante ». 


(Institut Pasteur, annexe de Garches.) 


CULTURE DU BACILLE DE KOCH 
A PARTIR DES CRACHATS NON MODIFIES 
EN PRESENCE DE PENICILLINE 


par F. TISON. 


Dans un récent article (1) il a été insisté sur ]’intérét de l’inoculation 
au cobaye du crachat non modifié. 

Le présent travail se propose d’appliquer un procédé analogue 4 la 
culture, et d’augmenter ainsi la sensibilité de cette méthode biologique 
de diagnostic. 

Dans un premier temps il a été précisé l’absence de toute action 
empéchante ou retardatrice sur la poussée du bacille de Koch par la 
pénicilline en solution. Les bacilles, ensemencés sur milieu de Léwen- 
stein se développent aussi vite et aussi bien en présence de pénicil- 
line que dans les tubes témoins. 

Dans un second temps des crachats ont été ensemencés sur des tubes 
de bouillons nutritifs en présence de pénicilline. 

Alors que dans les tubes témoins une culture abondante et variée se 
développe rapidement, il suffit de III gouttes de solution de pénicilline 
4 50 U. O. par centimétre cube pour empécher dans les autres tubes 
toute prolifération de microbes méme aprés vingt et un jours d’étuve. 

En partant de ces données, des essais de culture ont été pratiqués 
sur milieu de Lowenstein 4 partir de crachats bacilliféres. 

Chaque crachat émulsionné dans un peu de sérum physiologique 
était divisé en quatre parties destinées a : 

1° Ensemencement aprés traitement & la soude et neutralisation 
suivant Ja méthode classique. 

2° Ensemencement du produit neutralisé mais non modifié. 

8° Ensemencement du produit neutralisé, en présence de pénicilline. 

4° Ensemencement de pénicilline avec addition de 1 4 3 gouttes de 
ce produit tous les trois jours. 

Les résultats sont concrétisés dans le tableau ci-joint. 

On est frappé en particulier par la précocité d’apparition des grosses 
colonies qui sont naturellement identifiées par la coloration de Ziehl. 

En conclusion pratique la méthode optima semble celle-ci : 


(1) Ces Annales, 1947, 73, 186. 
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: ze ) 
ROMERO DATE D’APPARITION 
du ene es PENICILLINE AJOUTEB |suRiNFEcTION| CDMONTES ti esr | 
HS oe identifiables 
Crachat traité a =e a 3 «es 
4 par la soude. Néant. Néant. Présentes. | 20 jours enviroa. 
é Crachat neutre . : 0 
2 hon nodine. Néant. Abondante. Néant. 
I goutte a 50 U.O. AIS : : 
par centimetre cube. De Sone: 0 
Grachar 1II gouttes & 50 U.O. Discréte. Néant. 0 i 
3 racha eyes I goutte a 500 U.O. | Discrete. Néant. 0 
non mode. | tI gouttes a 300 U.O. | Discréte. Néant. 0 
I goutte a 5.000 U.O. Nulle. Abondantes. 12 jours. 
Il] gouttes & 5.000 U.O. Nulle. /Abondantes. 42 jours. 
I goutte & 5.000 U.O. ‘ae 
k Crachat neutre eae ra 3 jours. Nulle. Abondantes. 12 jours. 
non ee eel gouttes a 5.000 U.0. Nulle Abondantes 42 jours. 
tous les 3 jours. ; ; 


Ensemencement sur tubes de Lowenstein du crachat neutralisé en 
présence de tournesol et aditionné de III gouttes de solution physio- 
logique de pénicilline titrée 4 5.000 U. O. par centimétre cube. 


Il n’y a aucun inconvénient & ajouter la pénicilline directement dans 
Je tube de culture aprés ensemencement. 


(Travail du Laboratoire Central-des Villages Sanatoriums 
de Haute Altitude, a Praz-Coutant. Directeur : Dt P. E. Davy.) 


Le Gérant : G. Masson. 
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